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RESUMO

PEREIRA, C.P. Digestibilidade in vitro de microparticulas lipidicas
solidas contendo o6leo de babacu e determinacdo de bioacessibilidade de
quercetina encapsulada. 2015. 107 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sdo Paulo, Pirassununga,
2015.

O estilo de vida contemporaneo tem aumentado a demanda por produtos
alimenticios que proporcionem beneficios a saude como os alimentos funcionais.
Entretanto, a incorporacdo de diversos compostos bioativos nas matrizes
alimenticias € dificultada pela caracteristica hidrofobica da maioria destes
compostos, que também desfavorece a absor¢do no intestino. Este é o caso de
muitos flavonoides como a quercetina, e sistemas de encapsulacdo como as
microparticulas lipidicas soélidas sao capazes de diminuir estes problemas. O
presente trabalho de Mestrado teve como objetivo avaliar a digestibilidade in vitro de
microparticulas lipidicas sélidas produzidas com 6leo de babagu como fonte de
triacilglicerois de cadeia média (MCTs) e triestearina, e a bioacessibilidade da
quercetina encapsulada nestes sistemas lipidicos. Foram produzidas dispersdes
variando-se a concentracao de tensoativo (de 2,0 a 4,0%) e de 6leo de babacu (1,2,
2,0 e 2,8%). Os sistemas produzidos apresentaram diametro médio que variou de
700 nm a 1800 nm para as diferentes formulagdes e estabilidade fisico-quimica
durante 30 dias. Os resultados obtidos nos ensaios de digestibilidade in vitro indicam
uma maior tendéncia de desestabilizagdo dos sistemas produzidos com mais 6leo
de babagu na fase gastrica. O resultado da hidrélise dos triacilglicerois mostrou que
30% de acidos graxos foram liberados na fase intestinal, independente da
formulagdo de microparticulas lipidicas. Os resultados de bioacessibilidade
indicaram que em baixas concentragdes de tensoativo ha influéncia da concentragéao
de triacilglicerois de cadeia média nas formulacdes e os resultados mais altos foram
obtidos para as particulas contendo 2,8% de éleo de babacgu e 2,0% de tensoativo.
Desta forma, pode-se concluir que os sistemas produzidos neste trabalho foram
eficientes para preservacdo da quercetina, o que possibilita sua incorporagdo em
sistemas alimenticios e também aumentou a bioacessibilidade deste bioativo.



Palavras-chave: sistemas de microencapsulacao, particulas lipidicas sélidas,
digestibilidade, 6leo de babacu, triestearina.



ABSTRACT

PEREIRA, C.P. In vitro digestibility of solid lipid microparticles
containing babacu oil and determination of bioaccessibility of quercetin
encapsulated. 2015. 107 f. M.Sc. Dissertation — Faculdade de Zootecnia e

Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2015.

Contemporary lifestyle has increased the demand for food products that
provide health benefits as functional foods. However, the incorporation of bioactive
compounds in food matrices is hampered by hydrophobic character of the majority of
this compounds which also difficult the absorption in the intestine. This is the case of
many flavonoids such as quercetin which has reduced bioactivity in plants.
Encapsulation systems such as solid lipid microparticles are capable of solving these
problems. The objective of this study was to evaluate the in vitro digestibility of solid
lipid microparticles produced with babassu oil as a source of medium chain
triacylglycerols (MCTs) and tristearin, besides the bioaccessibility of quercetin
encapsulated in these lipid systems. Dispersions were produced by varying the
surfactant (2.0 to 4.0%) and MCT (1.2, 2.0 and 2.8%) concentrations. The systems
produced showed an average diameter ranging from 700 nm to 1800 nm for different
formulations and colloidal stability for 30 days. The results obtained in the in vitro
digestibility assays indicate a higher tendency to destabilization in gastric phase of
the systems produced with more babassu oil. 30% of fatty acids were released in the
intestinal phase for all formulations. The results indicated that bioaccessibility at low
surfactant concentrations has the influence of the concentration of MCT in
formulations. The highest results were obtained for particles containing 2.8% of
babassu oil and 2.0% of surfactant. Thus, we can conclude that the systems
produced in this work were efficient for preservation of quercetin, which allows its
incorporation in food systems and also increased the bioaccessibility of this bioactive.

Keywords: microencapsulation systems, solid lipid particles, digestibility, babassu oil,

tristearin.
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1.  INTRODUCAO

A busca por um estilo de vida mais saudavel tem se intensificado nos ultimos
anos como resposta das pessoas a vida contemporanea. Relacionada diretamente
a construcdo deste estilo de vida saudavel estd a alimentacdo. Os alimentos
funcionais surgiram como forma de suprir essa demanda a partir do
desenvolvimento tecnolégico de produtos que possuam propriedades que tragam
beneficios a saude além daquelas nutricionalmente presentes. Estes produtos séo
desenvolvidos comumente pela incorporacdo de compostos que proporcionam
esses beneficios, os bioativos, em sistemas alimenticios. Entretanto, muitos destes
compostos sao de dificil aplicagdo uma vez que possuem relativa hidrofobicidade e
baixa biodisponibilidade. Essa dificuldade gera a necessidade de investigacao de
como agregar eficientemente estes compostos a uma formulagdo e torna-lo
disponivel para absorcao pelo organismo.

Os flavonoides tém se destacado dentre os compostos bioativos devido a
principalmente suas propriedades antioxidantes e a quercetina é um exemplo que
tem chamado atencéo de pesquisadores uma vez que pode ser facilmente extraida
de vegetais.

Existe uma variedade de sistemas que sdo capazes de aumentar a
absorcdo de compostos bioativos hidrofébicos e facilitam a sua incorporagdo em
matrizes alimenticias. Dentre eles, os sistemas de microencapsulagdo tem se
mostrado como alternativa vidvel por demonstrarem efeitos positivos no aumento
da biodisponibilidade, estabilidade e solubilidade quando comparados aos bioativos
isolados. Sistemas de microencapsulacao que utilizam lipidios em sua formulacao
ainda demonstram efeitos mais positivos quanto a absorgéo, devido aos efeitos do
meio lipidico nas interacdes que ocorrem no trato gastrointestinal, pois estes
melhoram a absorcdo de moléculas lipofilicas, a dissolucdo das mesmas, a
permeabilidade intestinal e o tempo de residéncia gastrointestinal. As
microparticulas lipidicas solidas sdo bons exemplos destes sistemas coloidais e
sdo produzidas tipicamente com uma mistura de lipidios solidos e liquidos. A
utilizacado de diferentes tipos de lipidios em uma mesma formulacdo como
triacilglicerois de cadeia média e longa podem afetar a forma que o sistema sera
absorvido. Todavia, a compreensdao do comportamento das particulas e as
mudancgas que ocorrem no trato gastrointestinal ap6s a sua ingestao ainda estao

distantes de serem plenamente compreendidas, mesmo porque cada sistema



lipidico, a partir do momento em que se encontra no ambiente gastrointestinal,
pode apresentar comportamentos distintos, dependentes de sua composicao e da
matriz alimenticia em que esta inserido.

Os modelos de simulacdo do trato gastrointestinal in vitro tém sido usados
amplamente nos estudos de digestibilidade, avaliacdo da biodisponibilidade e
absorcdo de componentes alimenticios por fornecerem bons resultados
rapidamente. Além disso, também podem servir como ferramentas para triagem de
alimentos e sistemas de entrega com diferentes composi¢cdes e estruturas.Estes
modelos tém sido utilizados para tentar predizer o comportamento in vivo da
absorcao de nutrientes. Entretanto, apesar de existir uma grande diversidade de
protocolos experimentais que podem ser empregados ja descritos na literatura,
ainda existe uma enorme falta de consenso sobre o melhor protocolo para sistemas
lipidicos emulsionados.

Objetivando-se suprir a necessidade de inovagao cientifica nos aspectos
citados acima, neste trabalho foi proposta a avaliagao da digestibilidade in vitro de
microparticulas lipidicas sdlidas produzidas com Oleo de babagu e triestearina,
além da bioacessibilidade da quercetina encapsulada nestes sistemas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. QUERCETINA: ESTRUTURA, PROPRIEDADES FUNCIONAIS E
BIOACESSIBILIDADE

Dentre os diversos bioativos estudados na area de alimentos, os flavonoides
tem se destacado devido aos efeitos benéficos que eles tém sobre a saude
humana. Os flavonoides podem ser classificados em flavonois, flavonas,
flavanonas, flavan-3-ois, flavan-3,4-diois, etc. (XU, 2014).

Os flavonois sao o subgrupo de flavonoides mais extensivamente estudados,
e estdo presentes em uma grande diversidade de alimentos (HOLLMAN; KATAN,
1999). Dentre eles, a quercetina é um dos mais abundantes, e esta presente em
frutas e vegetais (maca, péra, ameixa, uva, alface, morango, cebola, tomate, por
exemplo) na sua forma glicosilada (PISKULA et al., 2012).

A quercetina, ou 3, 3', 4', 5, 7-pentahidroxilflavona, tem a formula molecular
C1sH1007, massa molar de 302,24 g/mol, e ponto de fusdo 316 °C, e tem sua
estrutura quimica representada na Figura 2.1. Em 2010, a Food and Drug
Administration (FDA) concedeu a quercetina com uma pureza de 99,5% (QU995™)
o status de Generally Recognized as Safe (GRAS). Devido a este fato, e também a
possibilidade de incorporagdo em uma grande variedade de alimentos,
especialmente em alimentos funcionais, faz com que a quercetina tenha atraido as
atencgdes de cientistas de alimentos (XU, 2014). Entretanto, um dos problemas da
incorporacdo da quercetina em formulagdes alimenticias reside na sua relativa
hidrofobicidade (log P = 1,99, de acordo com MCCLEMENTS, 2012), ja que estas

sdo usualmente de base aquosa.

Figura 2.1. Estrutura da quercetina. (Fonte: PISKULA et al., 2012).



Seus efeitos benéficos para a saude estdo relacionados com sua
capacidade antioxidante e, portanto, sdo a esta molécula atribuidos efeitos
antitumoral, antiinflamatério, anticancerigeno e hepatoprotetivo (XU, 2014; LANDI-
LIBRANDI et al., 2012; GHOSH et al., 2011; WONG; CHIU, 2011; WU et al., 2008;
YUAN et al., 2006; KANADASWAMI et al., 2005). Todavia, por ser uma molécula
lipofilica, a quercetina possui baixa bioatividade in vivo devido a varias razbes
como sua baixa absor¢do no intestino, ser altamente metabolizada ou rapidamente
eliminada antes de ser disponibilizada na circulagao sistémica (XU, 2014).

O termo biodisponibilidade € utilizado para indicar a proporgcado de bioativo
que passa para a circulagao sistémica apds a administracéo oral, levando-se em
conta tanto a absorcdo quanto a degradacdo metabdlica local (DAHANE;
HOFFMAN, 2008; RANG; DALE; RITTER, 2001). A biodisponibilidade oral é
influenciada por trés fatores: pela fracdo do componente lipofilico liberado da matriz
dos alimentos aos sucos do trato gastrointestinal para se tornar bioacessivel, da
fracdo do componente liberado que é transportado através do epitélio intestinal, e
da fracdo do componente absorvido que atinge a circulacdo sistémica sem ser
biotransformado. A principal finalidade da utilizagdo de sistemas de entrega de
bioativos é aumentar a sua biodisponibilidade global ao aumentar a
bioacessibilidade (XU, 2014; MCCLEMENTS; DEC; CJM, 2004).

A quercetina, por ser lipofilica, deve ser preferencialmente liberada da matriz
em que se encontra, para entdo ser incorporada em micelas mistas que estédo
presentes no intestino delgado, para que somente entdo possa ser absorvida.
Estas micelas mistas contém sais biliares e fosfolipidios secretados pelo figado,
além de produtos da digestdo de lipidios: monoacilglicerois e acidos graxos livres.
Por isso, a solubilizacdo determina a fracao de bioativo que é bioacessivel (XU,
2014).

Para que a bioacessibilidade da quercetina possa ser aumentada, pode-se
empregar técnicas de microencapsulacao, que produzirdo sistemas de entrega
capazes de aumentar a incorporacado de flavonoides nas micelas mistas. Dentre
tais técnicas, pode-se citar a incorporacdo em ciclodextrinas, lipossomas,
emulsdes, nanoemulsdes e particulas lipidicas sélidas (XU, 2014; YANG et al.,
2012; WONG; CHIU, 2011; DORA et al., 2011; TAN et al., 2011; LEONARDUZZI et
al., 2010; LI et al., 2009; ALEXOPOLOU et al., 2006; YUAN et al., 2006). Sistemas
de microencapsulacao coloidais baseados em matrizes lipidicas sdo especialmente



interessantes para alcancar ambos o0s objetivos, facilitar a incorporacdo em
matrizes alimenticias e aumentar a biodisponibilidade da quercetina. Existem,
entretanto, poucos trabalhos na literatura utilizando esta abordagem de
microencapsulacao, e dentre estes trabalhos, poucos relacionados com o estudo
da digestibilidade de tais sistemas, visando especificamente a incorporacao de
quercetina encapsulada em formulacdes alimenticias.

Pool et al. (2012) desenvolveram um sistema de entrega de quercetina por
encapsulacdo em particulas poliméricas (utilizando polimero Eudragit®) e
conseguiram um aumento significativo da bioacessibilidade do bioativo e
estabilidade de 6 meses das particulas, sem perda das propriedades antioxidantes.

Em outro estudo feito também por Pool et al. (2013), foi desenvolvido um
sistema de entrega baseado em nanoemulsdes para aumentar a bioacessibilidade
da quercetina utilizando triacilglicerois de cadeia média (MCT, na forma do éleo
Mygliol 812®). O sistema produzido permitiu uma maior incorporacao da quercetina
na fase micelar apds digestdo in vitro simulando o intestino delgado quando
comparado a simples dispersdo do bioativo em 6leo ou agua pura, comprovando o
aumento na bioacessibilidade.

Por sua vez, Adytia et al. (2013) obtiveram dados em um estudo que revelou
que o estado fisico dos lipidios e a composicdo dos materiais utilizados para
formulacédo de sistemas lipidicos de entrega podem alterar a bioacessibilidade da
quercetina. Foram testados nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN, solid lipid
nanoparticles), nanocarreadores lipidicos (NLC, nanostructured lipid carriers), e
nanoemulsdes para encapsulacado. SLNs sao produzidas utilizando lipidios que séo
sOlidos a temperatura ambiente e corporal. Se ao invés de lipidios sélidos, forem
utilizados lipidios liquidos, o resultado sdo as emulsdes. Entretanto, se uma mistura
de lipidios liquidos e sélidos é utilizada, h4 a formagao dos NLC (MULLER et al.,
2000; MULLER et al., 2002). No estudo realizado por Adytia et al. (2013), os
valores de bioacessibilidade foram maiores para os nanocarreadores lipidicos e
para as nanoemulsdes (60%) quando comparados as nanoparticulas lipidicas
sélidas (35%) e dispersao de quercetina livre (7%).



2.2. SISTEMAS LIPIiDICOS DE MICROENCAPSULACAO

Segundo Rang, Dale & Ritter (2001), a natureza quimica de um composto
tem efeito sobre as caracteristicas de absor¢cdo no trato gastrointestinal humano.
Em particular, a capacidade de atravessar barreiras hidrofobicas de difuséo é
fortemente determinada pela lipossolubilidade. Com o conhecimento desta
caracteristica, é possivel prever muitas propriedades como velocidade de absorcéao
pelo intestino, penetracdo no cérebro e outros tecidos, bem como da extensdo da
eliminacao renal.

Moléculas lipofilicas, que apresentam baixa solubilidade em agua,
frequentemente apresentam baixa biodisponibilidade oral e consequentemente
podem perder grande parte de sua atividade biologica devido a tal limitacdo. E
possivel, entretanto, conseguir uma melhora significativa na absorcdo de tais
moléculas se a dissolucao, a permeabilidade intestinal, a estimulagéo do transporte
linfatico e o tempo de residéncia géastrica forem aumentados/estimulados, ou
através da reducdo da atividade dos transportadores intestinais de efluxo e a
bomba de efluxo de P-glicoproteina, bem como o metabolismo nos enterdcitos
(DAHAN; HOFFMAN, 2008; JEONG; PARK; PARK, 2007; PORTER et al., 2007;
WASAN, 2007). Dentre os sistemas capazes de realizar tais tarefas estdo os
sistemas de microencapsucéao lipidicos ou lipid-based delivery systems e o
mecanismo de melhora da biodisponibilidade de compostos bioativos que esta
representado na Figura 2.2.
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na absorcdo de bioativos: os lipidios podem afetar a absorgdo dos compostos bioativos de trés
formas: aumentando a solubilizagdo do bioativo no meio intestinal pela alteragdo da composicéo e
caracteristicas do ambiente coloidal como pela formagao de vesiculas, micelas e micelas mistas (a);
modificando transportadores intestinais de efluxo, bem como a formagdo de metabdlitos nos
enterécitos(b); ou alterando a via de transporte do bioativo para a circulagéo sistémica através do
sistema linfatico sem a necessidade de uma primeira passagem pelo figado e, portanto, reduzindo o

metabolismo de primeira passagem (c) (Fonte: PORTER et al., 2007).

Sistemas lipidicos de microencapsulagdo sdo, em sua maioria, sistemas de
microencapsulagao coloidais baseados em matrizes lipidicas, em sua grande
maioria, e diversos coloides desta natureza tém sido desenvolvidos para aplicagdes
na industria farmacéutica e alimenticia, incluindo emulsdes, microemulsdes,
lipossomas, nanoemulsdes, emulsdes, emulsées multicamadas, emulsdes
multiplas, sistemas auto-emulsificantes e dispersdées semi-sélidas/ sélidas
(MCCLEMENTS, 2012; WASAN, 2007). Estes sistemas sdo desenvolvidos de
forma a encapsular e proteger, além de liberar controladamente compostos
bioativos hidrofobicos no intestino delgado (MCCLEMENTS, 2012; MCCLEMENTS;
LI 2010; GRIFFIN; O'DRISCOLL, 2006). A Figura 2.3 mostra esquematicamente



diversos sistemas lipidicos que podem ser utilizados para microencapsulacao de
ativos hidrofébicos.
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Figura 2.3. Exemplos de sistemas de entrega lipidicos que podem ser utilizados para controlar a
digestao lipidica e a liberacao de ativos hidrofébicos (Fonte: MCCLEMENTS; LI, 2010).

A classe dos lipidios engloba os &cidos graxos, glicolipidios, lipoproteinas,
fosfolipidios e esterdis. Estas substancias sdo conhecidas por serem componentes
basicos da estrutura celular, e servem como fonte de energia além de exercerem
importantes funcdes bioldgicas. Como citado anteriormente, os lipidios podem ser
utilizados como matrizes auxiliando no aumento da biodisponibilidade de
compostos hidrofébicos. Os materiais lipidicos tipicamente utilizados incluem os
acidos graxos de cadeia média ou longa, mono, di e triacilglicerois, em conjunto
com tensoativos individuais ou misturados, além de solventes hidrofilicos e
precisam ser escolhidos cuidadosamente quando utilizados para aplicagdes em
sistemas de microencapsulacdo para entrega de bioativos (TEJESWARI et al.,
2014; BREMMEL et al., 2013; PORTER et al., 2007; WASAN, 2007; POUTON,
2006).

Lipidios sdo normalmente classificados de acordo com sua estrutura
quimica, polaridade, caracteristicas e grau de interacdo com a &gua. Para
administracao oral, os lipidios podem ser divididos em digeriveis e nao-digeriveis
pelo trato gastrointestinal. Os lipidios digeriveis sdo compostos por lipidios



alimenticios como os glicerideos, acidos graxos, fosfolipidios, colesterol e ésteres
de colesterol, assim como varios derivados sintéticos. A lipase pancreatica hidrolisa
os triacilglicerois produzindo monoacilglicerois e acidos graxos. A presenca dos
produtos da hidrdlise induz a secregdo de bile e fluidos pancreaticos, causando
uma mudanga significativa no lamen. Além disso, os produtos da digestdo sdo mais
hidrossollveis que os lipidios complexos, e podem ser solubilizados nas micelas
mistas formadas pelos sais de bile. Por outro lado, lipidios ndo-digeriveis incluem
6leos minerais (parafina liquida) e poliésteres de sacarose. Quando administrados,
permanecem no lumen e podem diminuir a absorgéao do bioativo devido a retencao
de parte destes compostos (TEJESWARI et al.,, 2014; MCCLEMENTS, 2012;
MCCLEMENTS; LI, 2010; DAHAN; HOFFMAN, 2008; WASAN, 2007).

Varias combinacgdes de lipidios e tensoativos tém mostrado propriedades de
aumento da biodisponibilidade de bioativos, e esse aumento é dependente da
formulacao utilizada. Dependendo do tensoativo utilizado, pode haver a nao-
retencdo do bioativo solubilizado dentro dos sistemas caso as concentragdes
utilizadas destes compostos estejam abaixo da concentracao critica para formagéao
de micelas. Estes valores sao geralmente altos para tensoativos de baixo peso
molecular (TEJESWARI et al.,, 2014; PORTER et al., 2007; WASAN, 2007;
POUTON, 2006). A producao de tais sistemas pode ser feita por diversas técnicas
e incluem homogeneizacdo a alta pressao, spray drying, misturadores de alto
cisalhamento e ultrassom (MCCLEMENTS, 2012; JANNIN; MUSAKHANIAN;
MARCHAUD, 2008; WASAN, 2007).

Dentre os sistemas lipidicos de encapsulagao, as particulas lipidicas sélidas
tém se mostrado como uma alternativa viavel para substituicao de outros sistemas
como as emulsdes e os lipossomas. Estudos para aplicacao de particulas lipidicas
sélidas para entrega de compostos bioativos hidrofébicos podem ser encontrados
na literatura, sendo alguns mostrados na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Exemplos de estudos empregando particulas lipidicas sélidas para encapsulacédo de

bioativos de interesse na 4rea alimenticia (Fonte: adaptado de MOLINA, 2014).

Bioativo

Fase lipidica

Tensoativo(s)

Referéncia

B-caroteno

B-caroteno + a-tocoferol
B-caroteno + tocois

Quercetina

Oleo essencial de
Artemisia arborescens
L.

Omega-3
Luteina

a-tocoferol

Catalase
Coenzima Q10
Ergocalciferol

Nisina
Resveratrol

Caseina hidrolizada

Tripalmitina

Acido estearico,
triestearina, trilaurina,
acido laurico

Oleo de palmiste
hidrogenado

Acido estearico e 6leo
de girassol
Triestearina e 6leo de
girassol

Estearina de canola

N-hexadecil palmitato,
gliceril estearato, 6leo
de semente de uva e
esqualeno

Ferulato estearilico
Glicerideos de 6leo de
palmiste hidrogenado

Gliceril monoestearato

Tristearina
Mygliol 812N
Imwitor 900K

Gliceril monoestearato,
glicerol monolaurato,
triglicerideos caprilicos
€ capricos

Compritol 888

Tripalmitina

Gliceril
palmitoestearato,ac.
palmitico, triglicerideos
caprilicos e capricos,
acidos laurico, miristico
e estearico

Oleo de palma

Tripalmitina
Compritol 888
Tripalmitina

Imwitor 900

Compritol 888 and
Mygliol 812

Manteiga de cupuagu e
acido estearico

Tween 20

L-a-fosfatidilcolina e
dipalmitoil fosfatidilcolina

WPI,

Caseinato de sédio
Tween 80

Lecitina de soja purificada e
hidrogenada
Tween 80, Poloxamer 188

Tween 80, Tween 20

Tween 20
Span 40 and Tween 80

Lecitina de soja, Tween 80
e PEG 400

PC soja hidrogenada
B-lactoglobulina

Tween 80, lecitina de soja,
Span 20

Poliglicerol-10-laurato,
poliglicerol-6-
monoestearato e ésteres
de sacarose-11

Pluronic F68

Tween 20
Pluronic F68

WPC

Poloxamer 188
Poloxamer 188 e Tween 80
Tween 20

Poloxamer 188 e
deoxicolato de sddio
Poloxamer 188 e Tween
80

Tween 80

Helgason et al. (2009)
Triplett Il e Rathman (2009)

Cornacchia e Roos
(2011a),
Cornacchia e Roos (2011b)

Gomes et al. (2013a)
Gomes et al. (2013b)

Malaki-Nik et al. (2012)
Lacatusu et al. (2012)

Trombino et al. (2009)
Hung et al. (2011)

Li et al. (2009)

Scalia e Mezzena (2009)
Pool et al. (2013)
Aditya et al. (2014)

Ni et al. (2014)

Lai et al. (2006)

Awad et al. (2009)
Liu e Wu (2010)

Shukat e Relkin (2011),
Shukat et al. (2012)

Qietal. (2012)
Gokce et al. (2012b)

Patel e Martin-Gonzélez
(2012)

Prombutara et al. (2012)

Gokce et al. (2012a)

Silva & Pinho (2013)
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As particulas lipidicas sélidas sdo uma modificacdo das emulsdes éleo em
agua (O/A), sendo que a diferenca consiste na substituicdo do lipidio liquido (6leo)
por um lipidio s6lido ou uma mistura de lipidios solidos a temperatura ambiente.
Diferentes lipidios sélidos sédo utilizados para produgcdo destas particulas como a
tripalmitina, o alcool cetilico, o palmitato de cetila, 0 monoestearato de glicerila, a
trimiristina, a triestearina e o acido estearico (DAS;CHAUDHURY, 2011; MULLER;
RADTKE; WISSING, 2002; MULLER; MADER; GOHLA, 2000). Tais sistemas sdo
adequados para encapsular compostos lipossoluveis, hidrofébicos ou
quimicamente instaveis. Os efeitos positivos do meio lipidico na absorcdo destes
compostos pelo trato gastrointestinal sdo frequentemente relatados. Além disso,
apresentam outras vantagens, como combinar caracteristicas de outros sistemas
carreadores, como das particulas lipidicas poliméricas (diferentes modificacées
quimicas), lipossomas (permeabilidade da membrana), e emulsées (aumento da
biodisponibilidade do ativo encapsulado) para oferecer estabilidade fisica, protecao
a ativos sensiveis contra a degradacdo, liberacdo controlada e excelente
tolerabilidade (WISSING; KAYSER; MULLER, 2004; MULLER; MADER; GOHLA,
2000). Uma representacao esquematica das particulas solidas pode ser vista na
Figura2.4.:

Camada
de ten soativo

Nucleo de
lipidio solido

Figura 2.4. Esquema simplificado de uma particula lipidica sélida (Fonte: MOLINA (2014))

Outro objetivo dos sistemas lipidicos de microencapsulacao é a capacidade
de preservacdo da bioatividade dos compostos encapsulados. Com essa
finalidade, a utilizacdo de lipidios sélidos aparece como uma alternativa
interessante devido a reducdo da mobilidade do composto bioativo dentro da
particula. Os lipidios sélidos ja haviam sido empregados na industria farmacéutica
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para administracao via parenteral, hoje ja € possivel aplica-las para via oral. Desde
0 inicio dos anos 90, os lipidios sélidos tém sido usados para administracao oral na
forma de pellets para conseguir uma entrega de bioativos sustentada e as
microparticulas lipidicas solidas (produzidas por spray drying) e os “nanopellets’
sd0 bons exemplos (WASAN, 2007; MULLER; MADER; GOHLA, 2000).

O diametro das particulas lipidicas sélidas pode variar, sendo produzidas em
escala nanométrica (entre 20 e 200 nm), submicrométrica (200 a 1000 nm) e
micrométrica (1 a 5 um). Os métodos para producédo das particulas podem ser
divididos naqueles que utilizam baixa ou alta energia. Os métodos de alta energia
utilizam dispositivos mecéanicos para disperséo dos lipidios fundidos em outra fase,
enquanto que os métodos de baixa energia baseiam-se na formacao espontanea
das particulas. Os métodos de alta energia empregam misturadores de alto
cisalhamento, homogeneizadores de alta pressdo e microfluidizadores, ja os
métodos de baixa energia empregam técnicas de emulsificagdo espontanea e da
temperatura de inversao de fases.As dispersdes produzidas com misturadores de
alto cisalhamento ou ultrassom frequentemente contem altas quantidades de
microparticulas, o que ndo € um problema para a administragdo oral. Entretanto,
caso o tamanho das particulas tenha que ser reduzido, ou seja, que nanoparticulas
lipidicas solidas sejam produzidas, entdo o aumento da quantidade de tensoativo
ou os métodos que empregam a homogeneizacado por alta pressdo devem ser
utilizados (MCCLEMENTS, 2012; MULLER; MADER; GOHLA, 2000; WASAN,
2007).

Dependendo das matérias primas lipidicas empregadas na preparacao
destas particulas lipidicas sélidas, se podem distinguir dois tipos basicos diferentes,

cujas microestruturas estao esquematicamente mostradas na Figura 2.5:

[ ] Lipidio f sioativo

Figura 2.5. (a) Estrutura cristalina perfeita das particulas produzidas com somente um tipo de lipidio
solido; (b) estrutura com imperfeigbes das particulas produzidas com mais de um tipo de lipidio
(Fonte:DAS; CHAUDHURY (2011))
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Particulas lipidicas sélidas com a estrutura como a esquematizada na Figura
2.3(a) podem apresentar capacidade limitada de encapsulacao e expulsédo da
droga durante a estocagem (DAS; CHAUDHURY, 2011; ZHUANG et al., 2010;
WISSING et al., 2004; MULLER; RADTKE; WISSING, 2002). Ja na estrutura do
tipo mostrado na Figura 2.3(b), tais limitagbes sao minimizadas porque sao
produzidas pela mistura de lipidios diferentes (sélidos ou sélidos + liquidos), com
cadeias carbdnicas espacialmente incompativeis, diferentes, que formam “espacgos”
ou “lacunas” no interior da matriz soélida (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002).
Esta ultima configuragdo “desordenada” € extremamente desejavel para sistemas
de microencapsulagdo, e podem ser facilmente produzidas e caracterizadas,
inclusive utilizando-se matérias-primas de grau alimenticio (SILVA et al., 2014,
GOMES et al., 2013b; SEVERINO et al., 2011).

Portanto, € necessario que seja dado atencao ao estado fisico das particulas
que sao formadas apds a producao das particulas lipidicas sélidas nao sé devido
as mudangas que podem ocorrer nas propriedades dos materiais utilizados para a
formacdo da matriz lipidica quando estes sdo modificados para o estado
coloidalmente disperso, mas também para determinar se, a longo prazo, o bioativo
podera ser incorporado ou expulso da matriz. Mesmo quando os lipidios cristalinos
sao utilizados para a preparacao de dispersdes, apds o processamento, o estado
fisico destes compostos ndo € necessariamente o sélido. Isso acontece, por
exemplo, quando o processo de preparagao faz uso de calor, como € o0 caso da
preparacao por homogeneizagdo dos materiais fundidos e a alteragdo do estado
fisico da matriz se da devido a um fenbmeno chamado de super-resfriamento que
ocorre no estado disperso e ndo é s6 observado em lipidios. Na maioria dos casos,
o estado sera sdlido ou parcialmente solido. Para aplicagbes especificas, no
entanto, atingir o estado de liquido super-resfriado pode ser interessante para
alcancar propriedades particulares de carreamento ou para aumentar a
biodisponibilidade de compostos lipofilicos. As técnicas de calorimetria diferencial
de varredura (DSC) e difratometria de raios-X (DR-X) podem auxiliar na
determinacdo deste estado fisico (DAS et al., 2011; BUNJES; UNRUH, 2007;
MULLER; MADER; GOLHLA, 2000).

Essas alteracdes do estado fisico da matriz lipidica se devem a ocorréncia
de diferentes formas polimoérficas. O polimorfismo é comumente encontrado em

materiais lipidicos e, portanto, também nas dispersdes que utilizam lipidios em sua
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composigao. Existem trés formas polimorficas: a, B'e B (em ordem crescente de
estabilidade termodinamica) que sao caracterizados por diferentes tipos de
empacotamento das cadeias lipidicas, diferentes angulos de inclinagdo das cadeias
lipidicas no que diz respeito as camadas de glicerideos e de diferentes densidades
moleculares. No que se referem a composicao lipidica, as matrizes com um
conteudo elevado de diacilglicerois (> 50%) cristalizam na forma polimérfica
metaestavel B’, que se caracteriza por alguma imperfeicdo na sua estrutura
tridimensional. As matrizes lipidicas formadas por triacilglicerois, esterificados com
um unico tipo de acido graxo, cristalizam, normalmente, no polimorfo mais estavel
B, que se caracteriza por um grau de organizagdo elevado. Adicionalmente, séo
encontradas outras formas polimérficas em misturas de acilglicerois que séo
habitualmente referidas como formas ;. O polimorfismo das principais
modificacdes dos glicerideos é do tipo monotrépico, ou seja, a forma com o maior
ponto de fusédo (B)é termodinamicamente estavel ao longo de toda a gama de
temperaturas. Formas polimoérficas metaestaveis podem, assim, transformar-se em
uma forma mais estavel durante o armazenamento. Dessa forma, imediatamente
apos a producao das particulas lipidicas soélidas, os lipidios cristalizam em
modificagdes lipidicas de alta energia (a e B'). No entanto, com o passar do tempo,
as moléculas lipidicas podem sofrer um processo de reestruturacdo que conduz a
formacao de modificagdes de baixa energia (B’ e B). A mistura de dois glicerideos
distintos também altera o comportamento de cristalizacdao e fusao dos lipidios
individualmente, bem como suas transicbes polimoérficas. Para as particulas
lipidicas soélidas & desejavel que seja encontrada a forma a e que essa seja
mantida durante todo o periodo de armazenamento uma vez que esta permitira
uma maior capacidade de encapsulacdo e diminui os riscos de expulsdo do
bioativo (DAS; CHAUDHURY, 2011; SOUTO et al., 2011; BUNJES; UNRUH, 2007;
MULLER; MADER; GOHLA, 2000).

Os tensoativos utilizados para a preparacdo das dispersées podem
influenciar as propriedades dos lipidios dispersos na matriz no que diz respeito ao
seu comportamento de cristalizacdo de diferentes formas. A utilizacdo de
tensoativos que contenham cadeias acila relativamente longas e saturadas conduz
a um aumento da temperatura de cristalizagdo, enquanto que a utilizacdo de
tensoativos que possuem residuos curtos, ramificados ou insaturados e lipofilicos

conduz a cristalizacdo em temperaturas inferiores. A influéncia de alguns
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tensoativos na temperatura de cristalizacdao € atribuida também a inducdo de
nucleacdo heterogénea devido a interacdes da massa lipidica fundida com a
camada de tensoativo (TEJESWARE et al., 2014; BUNJES; UNRUH, 2007).

2.3. TRIACILGLICEROIS DE CADEIA MEDIA E OLEOS LAURICOS

A maioria das gorduras e 6leos utilizados na area de alimentos é composta
por acidos graxos de cadeia longa, e sdo chamados de triacilglicerois de cadeia
longa ou LCTs. Os éleos de soja, milho, girassol e azeite de oliva sdo exemplos de
produtos ricos em LCTs. Os 6leos lauricos e éleos extraidos de sementes como o
6leo de babacgu, no entanto, sdo compostos principalmente por TAGs contendo
acidos graxos com cadeias carbdnicas contendo de 8 a 12 carbonos, denominados
triacilglicerois de cadeia média (MCTs). S&o exemplos de MCTs o acido octandico
(C8:0, ou acido caprilico), o acido decandico (C10:0, ou acido caprico) e o acido
decandico (C12:0, ou acido laurico). Desde 1994, os MCTs sao reconhecidos como
ingredientes seguros (GRAS) pela FDA (POUTON; PORTER, 2008; MARTEN;
PFEUFFER; SCHREZENMEIR, 2006; BEARE-ROGERS, 1988).

Existem algumas fontes naturais de 4cidos graxos de cadeia média, como o
6leo de cbco e os bleos derivados da palma. Os éleos ricos em triacilglicerois de
cadeia média sado produzidos por hidrélise do éleo de céco ou do 6leo de palma,
filtrados para obtencao dos acidos graxos de cadeia média e reesterificados. Estes
6leos contem quase que exclusivamente acido octandico e decandico na proporgcéao
de 50:50 até 80:20 (MARTEN; PFEUFFER; SCHREZENMEIR et at., 2006; BEARE-
ROGERS, 1988). Outros exemplos de oOleos lauricos sdao o 6leo de babacgu,
utilizado neste trabalho de Mestrado, e a manteiga de murumuru.

Comparados com os LCTs, os MCTs tém ponto de fusdo menor, menores
massas molares e sao liquidos ou semi-sélidos a temperatura ambiente. Essas
distingées quimicas e fisicas afetam a forma com que os &cidos graxos de cadeia
média sdo absorvidos e metabolizados de forma que os MCTs séo absorvidos e
metabolizados tdo rapidamente quanto a glicose, enquanto que os LCTs mais
lentamente. A maior parte da absor¢ao dos acidos graxos de cadeia média é feita
por transporte para o figado pelo sistema portal enquanto que os de cadeia longa
exigem a formacdo de quilomicrons e chegam a circulagdo sistémica através do
sistema linfatico. Os MCTs estimulam uma maior secrec¢ao de colecistoquinina, um

horménio que estimula a contracdo da vesicula biliar e do pancreas, além de
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estimular a secrecao de fosfolipidios e colesterol quando comparados aos LCTs.
Na presenca de lipase pancreatica ou deficiéncia de sais de bile, os acidos graxos
de cadeia média ainda podem ser absorvidos ao contrario dos de cadeia longa. Os
MCTs também s&o aplicados para controle da obesidade e manutengéo do peso,
por possuirem propriedades termogénicas. Além disso, os MCTs podem reduzir os
niveis de colesterol sérico e o acumulo deste nos tecidos, e tém duas vezes a
densidade caldrica das proteinas e dos carboidratos (MARTEN et at., 2006;
BEARE-ROGERS, 1988; BACH; BABAYAN,1982).

Os triacilglicerois de cadeia média (MCT) tém atraido significativamente a
atencdo no campo dos sistemas lipidicos de entrega, em parte por causa do
aumento da velocidade da digestdo, mas também pela capacidade destes
promoverem uma melhor solubilizagdo dos bioativos nas formulag¢des. Isso ocorre
porque a capacidade de solubilizacdo de bioativos pelos triacilglicerois é funcao da
concentracao de grupos éster, assim, MCTs tem geralmente uma maior
capacidade de solubilizagdo que os LCTs (POUTON; PORTER, 2008). Quando as
formulagdes contendo MCT séo submetidas aos modelos de lipdlise in vitro, elas
frequentemente mantém os bioativos hidrofébicos solubilizados ap6s a digestéao
completa das formulacdes. De fato, para bioativos altamente lipofilicos essas
formulacées podem promover um estado aparentemente supersaturado no qual a
concentragdo de bioativo excede a solubilidade nas formulagbes. O efeito de
supersaturacao € interessante para otimizar as formulagées com base lipidica, uma
vez que desenvolver formulagcdes que apresentem o bioativo no estado de alta
atividade termodinamica é uma estratégia aceita para estimular a absorcao passiva
dos bioativos (PHAN et al., 2013;WASAN, 2007).

2.3.1. Oleo de Babacu

No Brasil encontra-se o babacu que € uma palmeira nativa da Amazoénia,
sendo o 6leo extraido de suas sementes (Figura 2.6). O babacu é pertencente a
familia Arecaceae (Palmae) e membros dos géneros Orbignya e Attalea. Estudos
demonstram que o babacu tem propriedades biolégicas curativas, analgésicas e
anti-inflamatérias, além de propriedades imunomoduladoras quando combinado
com um sistema de liberacdo (PESSOA et al.,, 2015; SOUZA et al., 2013;
GUMIERO; ROCHA FILHO, 2012).
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Figura 2.6. Palmeira, fruto e 6leo extraido das sementes do babacu.

O éleo de babacu possui cor branca, ligeiramente amarelada, e corresponde
a 4% do peso total do fruto e, pelo menos, 68% das sementes. Este 6leo contém
uma grande variedade de acidos graxos (Tabela 2.2), incluindo o acido laurico e o
miristico em maior porcentagem, entretanto o acido laurico € o componente
principal responsavel pelas propriedades terapéuticas da planta (PESSOA et al.,
2015; FERREIRA; FAZA; LE HYARIC, 2012; GUMIERO; ROCHA FILHO, 2012).

Tabela 2.2. Perfil de acidos graxo do 6leo de babagu (Fonte: BEARE-ROGERS, 1988)

Acido Graxo  Composic&o (%)

Capréico 0,4
Caprilico 5,3
Céprico 59

Laurico 442
Miristico 15,8
Palmitico 8,6
Estearico 2,9

Oleico 15,1
Linoleico 1,7

Eicosandico 0,1

Assim, o 6leo de babacu é rico em MCTs e possui grande potencial para
aplicacbes em sistemas de encapsulagcdo. Entretanto, apesar de varios estudos
sobre as propriedades da planta e dos seus produtos, a utilizacdo do 6leo de
babacu para desenvolvimento destes sistemas baseados em emulsdes e
dispersdes foi pouco elucidada.

Gumiero & Rocha Filho (2012) utilizaram a técnica de emulsificagdo por
inversdo de fases para producdo de nanoemulsdes de Oleo de babacu. As

particulas apresentaram didmetro hidrodinamico médio de 50 nm e
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polidispersidade de 0,1. As formulacées testadas por estes autores néo
apresentaram variagdo no diametro quando submetidas a stress térmico.

Por sua vez, Pessoa et al. (2015) desenvolveram um sistema de
microemulsdo éleo em agua contendo éleo de babacgu, Span 80, Tween 80 e 1-
butanol que apresentou comportamento newtoniano, viscosidade linear e diametro

hidrodinamico médio de 277 nm.

2.4. DIGESTIBILIDADE E BIODISPONIBILIDADE DE COMPOSTOS
ENCAPSULADOS EM SISTEMAS LIPiDICOS DE MICROENCAPSULACAO

O termo biodisponibilidade € utilizado para indicar a proporgédo de bioativo
que passa para a circulagdo sistémica apds a administracdo oral, levando-se em
conta tanto a absor¢cdo quanto a degradacao metabdlica local. A biodisponibilidade
pode ser afetada por variacées na atividade enzimatica da parede intestinal ou do
figado, no pH géstrico ou na motilidade intestinal. Além disso, o curto periodo de
tempo em que um composto lipofilico fica em transito no intestino delgado pode
limitar a absor¢cdo do mesmo, e no caso em que uma molécula lipofilica atinge o
cblon antes da solubilizacdo, é esperado que sua biodisponibilidade seja baixa
(DAHANE HOFFMAN, 2008; VERSANTVOORT et al. 2005; RANG; DALLE;
RITTER, 2001).

Bioativos encapsulados em sistemas de encapsulagédo lipidicos micro ou
nanoparticulados serdo consumidos por via oral e deglutidos, mas pouca absorc¢ao
ocorre até que estes compostos alcancem o intestino delgado. Entretanto, para
passar da luz do intestino delgado para a circulacao sistémica, o bioativo deve
passar por um conjunto de enzimas que podem inativa-lo na parede intestinal e no
figado (RANG; DALE; RITTER, 2001). Desta forma, é importante produzir sistemas
de encapsulacado que possam maximizar sua liberacdo no trato gastrointestinal e
absorcdo pela mucosa intestinal (MCCLEMENTS, 2012).Com o intuito de que as
particulas encapsuladas cheguem a um determinado local do trato gastrointestinal,
que a bioatividade do composto encapsulado seja mantida, e que a taxa de
absorcdo do composto seja controlada, é importante que seja determinado o seu
comportamento ao longo do trato gastrointestinal. A Figura 2.7 esquematiza os
varios processos fisico-quimicos e fisiolégicos que ocorrem quando um sistema de

microencapsulacao passa pelo trato gastrointestinal humano:
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Figura 2.7. Processos fisico-quimicos e fisioldégicos do trato gastrointestinal humano.(Fonte:
adaptado de MCCLEMENTS (2012)).

Ap6s a administracao oral, a presenca do lipidio no trato gastrointestinal leva
a secrecao de lipase gastrica pelas células da mucosa gastrica, e secregdo de
lipase pancredtica e co-lipase pelo pancreas. As lipases gastricas iniciam a
digestdo dos lipidios no estbmago, o que resulta na digestdo parcial dos
triacilglicerois em diacilglicerois e acidos graxos. Esta digestdo € parcial (5-40%)
devido as baixas concentragdes de lipase no estbmago e do pH &acido que
desfavorece a atividade enzimatica (10-1220 U/ml no compartimento gastrico e 80-
7000 U/ml no trato duodenal). A magnitude de qualquer alteragcdo gerada no
estbmago também depende do tempo de residéncia da formulacdo neste 6rgao,
além das propriedades de dispersdo e susceptibilidade intrinsecas a digestao.
Baixas concentracbes de sais de bile e fosfolipidios s&o encontradas no
compartimento gastrico (MINEKUS et al., 2014; PORTER et al., 2007).

Os lipidios comegam a ser emulsionados no estébmago, e a seguir vao para o
intestino delgado, onde boa parte da digestdo dos triacilglicerois € completada pela
lipase pancreatica, cuja agéo ocorre na interface 6leo-agua. A presenca de lipidios
e produtos da digestdao dos mesmos no intestino delgado diminui a velocidade de
esvaziamento gastrico de forma a permitir a digestao e a absorcdo mais eficazes
dos lipidios no trato gastrointestinal superior, além de estimular a secre¢ao de bile
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que solubiliza os acidos graxos,monoacilglicerois e diacilglicerois que sao produtos
da digestao dos lipideos e os incorporam em uma série de estruturas coloidais que
ajudam a evitar a precipitacdo do bioativo e também favorecem sua absorcéo.E
esperado que as propriedades fisico-quimicas e coloidais da formulagéo lipidica
original ndo persistam por muito tempo in vivo. S&o os sistemas coloidais formados
apos a interacdao da formulacdo original com o trato gastrointestinal e pela
intercalagdo de componentes da formulagcé&o e dos seus produtos de digestdo com
sais biliares, fosfolipidios e colesterol, que sdo os carreadores reais de bioativos,
ou seja, estes sistemas que, de fato, sao responsaveis pela absorcdo do bioativo
pela mucosa intestinal (PORTER et al., 2008; PORTER et al., 2007; FATOURQS;
BERGENSTAHL; MULLERTZ, 2007; KOSSENA et al., 2004).

2.5. MODELOS PARA ESTUDO DE DIGESTIBILIDADE E
BIOACESSIBILIDADE IN VITRO

A constatacado de que o desempenho das formulagcdes a base de lipidios é
afetado pelos processos fisico-quimicos e fisioldgicos da digestao e a incorporagéao
de produtos de digestdao exdgenos em espécies micelares enddgenas tem
aumentado o uso de métodos de avaliacdo de digestibilidade para a avaliagdo in
vitro das particulas lipidicas. Os métodos in vitro tém sido utilizados por fornecerem
bons resultados de forma relativamente rapida, além de servirem como ferramentas
para triagem de alimentos e sistemas de entrega com diferentes composicdes e
estruturas (HURet al., 2011b; PORTER et al., 2007).

Diversos modelos tém sido propostos para simular o processo digestivo
através de aplicagbes in vitro. Os métodos simulam as condigbes da boca, do
estbmago, do intestino delgado e do intestino grosso através de etapas sucessivas.
Pesquisadores tém utilizado os métodos in vitro para analisar o impacto dos
componentes da digestao nas particulas lipidicas, como a lipase, os sais de bile, os
niveis de calcio e a presencga de polissacarideos. Além disso, também ha estudos
que auxiliam a compreensao dos fatores que impactam na digestdo e na absorcao
dos lipidios através de andlises das particulas lipidicas quanto ao diametro,
concentracdo, composicdo e caracteristicas da interface. Os modelos de
digestibilidade in vitro que séo realizados em laboratorio podem ser divididos em
duas categorias: modelos estaticos, em que processos fisicos, tais como a
hidratacdo, a homogeneizagcédo, cisalhamento, etc. sdo ignorados, e modelos
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dindmicos que simulam os processos fisicos e mecéanicos além de mudancas
temporais que ocorrem em condi¢ées in vivo (MINEKUS et al., 2014; CHEN et al.,
2011; HUR et al., 2011a; HUR et al. 2011b).

Segundo Golding e Wooster (2010), os modelos estaticos tentam recriar a
bioguimica das diferentes regiées do trato gastrointestinal, individualmente ou em
série. Para cada regidao, uma mistura de enzimas (lipases, proteases, etc.), sais
biliares (biossurfatantes, fosfolipidos) e reguladores de acidez é utilizada, baseadas
na compreensdo das condi¢oes fisioldégicas. As condicbes térmicas podem ser
controladas para corresponder a temperatura corporal (37°C), entretanto sao
aplicadas agitagdes por agitadores magnéticos, impelidores ou shakers que nao
refletem a mistura gastrica que ocorre in vivo. Os modelos estaticos,no entanto,
sédo capazes de mensurar reagdes digestivas como a liberagdo de acidos graxos
que ocorram durante a lipdlise (GOLDING; WOOSTER, 2010). Por esse e outros
motivos, os modelos estaticos sao mais encontrados na literatura e tém sido mais
utilizados para estudos de liberagdo controlada de carotendides e polifendis
(MINEKUS et al., 2014; CHEN et al., 2011; HUR et al., 2011a; HUR et al. 2011b).

O trato gastrointestinal € um sistema complexo que visa proporcionar
nutricdo e energia 6timas para o corpo e através de um sistema de feedback é
possivel que seja regulada cada etapa da digestdo. Entretanto podem ocorrer
variagdes neste feedback, individualmente, baseado na idade, constituicdo do
corpo e habitos. Isso resulta em variagbes em fatores como a mastigacao, tempo
de esvaziamento gastrico, secrecdo de fluidos digestivos e tempos de transito
intestinal. Um sistema in vitro ndo inclui a interacdo complexa que ocorre entre 0
alimento e o corpo, entretanto, neste modelo, é possivel ter um controle maior
sobre as condi¢des de ensaio que sao causa de grande variabilidade in vivo e por
isso dispensa um grande numero de replicatas para que se faca uma analise
estatistica adequada (MINEKUS et al., 2014; HUR et al.,, 2011b; GOLDING;
WOOSTER, 2010; OOMEN et al., 2003).

A funcao do estbmago € preparar e gradualmente liberar o alimento para o
intestino delgado. O esvaziamento gastrico ocorre gradualmente, e é fortemente
determinado pelo valor calérico dos nutrientes que entram no duodeno. Durante a
fase gastrica, o alimento é diluido pelo suco géastrico que contém enzimas e acido
cloridrico. Pepsina, lipase gastrica e amilase salivar possuem seu pH 6timo em 2,5,
5,4 e 6,8 respectivamente. No estado de jejum, o pH no estdmago é em torno de 2
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ou menor. Durante a ingestdo de alimentos, o pH aumenta dependendo da
capacidade tamponante do alimento. Apés isso, o pH é gradualmente diminuido
através da secrecao de 4cido cloridrico. A baixa penetragcdo de 4cido em alimentos
sélidos resulta em um pH alto por mais tempo no interior do bolo alimentar. Isso
implica que durante o esvaziamento gastrico diferentes fragbes do alimento séo
expostas a diferentes valores de pH e atividades enzimaticas. Os modelos
estaticos expdem todos os substratos a um pH determinado e atividades
enzimaticas especificas, durante um tempo fixo. Geralmente o pH é mantido em 2,
que pode ser considerado correto para o estado de jejum, entretanto nao reflete o
pH correto apds a ingestao do alimento (MINEKUS et al., 2014; HUR et al., 2009;
OOMEN et al., 2003)./n vivo, no duodeno, o quimo que é gradualmente esvaziado
do estdbmago € neutralizado com bicarbonato e misturado com bile e suco
pancreatico. Dessa forma, ha a manutencdo do pH préximo a 6,5 no inicio do
duodeno e um aumento do pH ao longo do comprimento do intestino até valores
proximos a 7,5 quando o quimo atinge o ileo. Para simulacdo de condigbes
estaticas utiliza-se o valor médio de pH 7,0 (MINEKUS et al., 2014; HUR et al.,
2009; OOMEN et al., 2003). Durante as 3 horas de transporte que ocorre no
intestino delgado, ocorre uma variacdo nas quantidades de enzima e substratos
presentes e em suas proporcoes devido a digestao e absorgcao de produtos e agua.
Entretanto os modelos estaticos ndo incluem essa remocédo dos produtos da
digestdo, o que pode causar a inibigdo das enzimas utilizadas. Todavia este
problema & geralmente resolvido com a utilizacdo de baixas concentracdes de
substrato em um sistema diluido (MINEKUS et al., 2014; HUR et al., 2011b).Os
modelos de digestibilidade in vitro n&o levam o intestino grosso em conta, isso
porque a absorcdo de compostos ocorre principalmente no intestino delgado. Para
determinacdo da biodisponibilidade, portanto, apenas a determinagdo no quimo
proveniente do intestino delgado ja é suficiente. Quando as amostras que serao
submetidas aos métodos in vitro contém teores de lipidios elevados, € necessario
que seja adicionado mais enzima (lipases) ou pancreatina e sais de bile e 0 tempo
de digestao também deve ser aumentado (BRANDON et al., 2006).

Os ensaios in vitro sao uma simplificacdo da realidade e deve incluir todos
0s parametros necessarios para atingir determinado objetivo. Entretanto, quanto
mais parametros sdo considerados importantes e incluidos, maior a complexidade

do modelo. Existe uma grande variacdo nos parametros utilizados nos diferentes



23

métodos descritos na literatura, o que dificulta a comparagdo entre os dados
obtidos por diferentes grupos de pesquisa. Essa dificuldade gerou iniciativas como
a acao “COST Infogest Network’ que visa consolidar um modelo de digestibilidade
consensual baseado no conhecimento atual sobre o processo de digestao in vivo, e
emprega instrumentacao e produtos quimicos amplamente disponiveis (MINEKUS
etal., 2014; HUR et al., 2011b).

Dentre os modelos mais utilizados para estudos de digestibilidade in vitro
estatica, destaca-se o modelo tipo pH-stat. A justificativa do emprego do método
pH-stat se baseia em trés fatores: (i) ele pode manter o pH constante, imitando os
mecanismos fisioldgicos; (ii) pode efetivamente simular o processo de lipdlise com
alta confiabilidade; (iii) como a estequiometria da reagdo entre os acidos graxos
liberados e a quantidade de ions OH" usados na titulacdo é 1:1, pode-se
quantificar a extensdo do processo de lipdlise com alta margem de segurancga
(MINEKUS et al., 2014; NIK; WRIGHT, 2011a; NIK; CORREDIG; WRIGH et al.,
2010; DAHAN; HOFFMAN, 2008).

Este método vem sendo empregado especialmente para a fase de digestao
duodenal, em que ha necessidade de controle continuo do pH ja& que, in vitro,
devido a liberacdo de &acidos graxos durante a hidrdlise enzimatica dos
triacilglicerois, 0 ambiente tende a se tornar acido (LI et al., 2011; NIK; WRIGHT,
2011a; NIK; CORREDIG; WRIGH, 2010; DAHAN; HOFFMAN, 2008).

Ap6s completar o processo de digestdo duodenal simulada, pode-se
centrifugar o meio reacional, sendo que a fase superior (sobrenadante) obtidos
contera os sais de bile, os acidos graxos livres e os monoacilglicerois, em sua
maior parte na forma micelar, englobando a parte dos ativos hidrofébicos que
tenham sido liberados durante a digestdo simulada. Sendo assim, € possivel
estimar a bioacessibilidade de tais ativos, uma vez que s6 serdo absorvidos caso
tenham sido transferidos para a fase micelar (NIK; CORREDIG; WRIGHT, 2010;
DAHAN; HOFFMAN, 2008).

Fatores como as caracteristicas das particulas, a atividade enzimatica, a
composigao idnica, estresses mecanicos e o tempo de digestdo tém significativa
influencia nos resultados de métodos de digestao in vitro (HUR et al.,, 2011).
Formulagdes lipidicas complexas, contendo tensoativos e co-solventes podem ser
avaliadas utilizando a lipélise in vitro como indicativo de desempenho, além de

fornecerem medidas mais concretas quando comparadas as medicoes de
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solubilidade e tamanho de particula. Porter et al. (2007) ainda sugerem que o
desempenho de uma formulagédo esta pouco relacionado com o tamanho inicial da
particula, mas sim com os padrdes de solubilizacdo obtidos apds a disperséo e

digestao da formulagdo em simulagdes de fluidos intestinais.
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3. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho de Mestrado foi avaliar a influéncia da
utilizacdo de triacilglicerois de cadeia média (presentes no 6leo de babacu) e da
concentragao de tensoativo na estabilidade, digestibilidade e bioacessibilidade da
quercetina microencapsulada em particulas lipidicas sélidas.

Para atingir este objetivo principal, os seguintes objetivos especificos foram
delineados:

(i) avaliagdo da capacidade de encapsulacdo da quercetina pelas
microparticulas lipidicas solidas utilizando diferentes formulagdes;

(i) avaliagcdo da extensdo em que as microparticulas lipidicas sélidas
produzidas com o 6leo de babacu e triestearina sao digeriveis pelo trato
gastrointestinal humano, e se a presenca de triacilglicerois de cadeia média influi
na extensdo da hidrolise enziméatica;

(iii) determinar a influéncia da concentracdo de tensoativo nas formulagdes
na estabilidade e digestibilidade das microparticulas lipidicas sélidas;

(iv) inferir a influéncia da presencga dos triacilglicerois de cadeia média e da
concentracdo de tensoativo na biodisponibilidade da quercetina encapsulada nas
microparticulas lipidicas solidas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS
Agua deionizada obtida de um sistema de ultrapurificagdo Direct Q3

(Millipore) foi utilizada para preparacao de todas as solucdes e dispersdes.

4.1.1. Producao das microparticulas lipidicas sélidas

Para a producdo das microparticulas foram utilizados dois tipos de lipideos:
triestearina (Sigma-Aldrich - Sdo Paulo, Brasil) e 6leo de babacgu (obtido da
castanha de Orbygnia speciosae adquirido da Jacy Fragrancias). O bioativo
incorporado foi a quercetina (CAS 117-39-5), obtido da Sigma-Aldrich. Os
tensoativos escolhidos foram o polisorbato 60 (Tween 60®, Sigma-Aldrich) como
tensoativo hidrofilico e o éster de monooleato de sorbitan (Span 80, Sigma-Aldrich)
como tensoativo lipofilico.

A temperatura de fusdo dos lipidios utilizados, assim como os valores de
equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) e a estrutura molecular dos tensoativos
utilizados sao apresentados nas Tabelas 4.1 e 4.2 respectivamente.

Goma xantana (Grindsted Xanthan 80®, doada pela Danisco, Cotia, Brasil )
foi empregada como espessante em todas as formulacbes de microparticulas
lipidicas sdlidas assim como o benzoato de s6dio como agente antimicrobiano e

antifungico.

Tabela 4.1. Temperatura de fusao e sigla dos lipidios utilizados para a producao das microparticulas

lipidicas sélidas

Lipidio Sigla Temperatura de Fusao* Molécula

||
CHSECHQ]—CHQ CHQ{CHQEI— -—O——C—CH2
O
Triestearina TS 60°C CHa[CHg}CHz CHrIECHzEI— C—0— C—E,H

o
CHa[CHQ}C H,—C H2~|Ec HQEl»c —o—c —CH,

Oleo de Babagu OB 25,5°C

*Fonte: SILVA (2013)
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Tabela 4.2. Dados sobre os tensoativos utilizados na producao das microparticulas lipidicas sélidas

Tensoativo EHL* Molécula

O
OV%OJI\/A\/A\“A'
( {O/Q;OH “\L
Tween 60 14,9 S

z Ty WHRHY+2=20 1

] e
Span 80 4.3 HO \_\ 8]

*Fonte: SILVA (2013)

4.1.2. Caracterizacao das microparticulas lipidicas sélidas

Para a determinagcdo da eficiéncia de encapsulacdo, foi utilizado etanol
absoluto p.a. (Merck) e membranas para centrifugacao (Amicon® Utra —Ultracel
30K, Millipore). Ja para a determinacao da concentragdo de quercetina, foi utilizado
o solvente dimetilsulféxido (DMSO, obtido da Merck) e membranas de 0,45 ym
(Millex LCR, Millipore).

4.1.3. Avaliacao da digestibilidade in vitro das microparticulas lipidicas
solidas encapsulando quercetina

Para determinar a atividade da pepsina foi utilizada hemoglobina (referéncia
H2500 Sigma-Aldrich), HCI (Chemycalis), pepsina Porcina (referéncia P6887
Sigma-Aldrich), NaCl (Synth), NaOH (Synth), acido tricloroacético (TCA) (Sigma-
Aldrich).

Para os ensaios de atividade de tripsina, foi utilizado TAME (p-toluene-
sulfonyl-L-arginine  methyl ester) (referéncia T4626 Sigma-Aldrich), HCI
(Chemycalis), TRIS (Tris-hidroxymethyl-aminometane) (Merck), pancreatina porcina
(8 x USP specifications, referéncia P7545 Sigma-Aldrich).

Ja para determinacdo da atividade de lipase pancreatica foi utilizado TRIS
(Tris-hidroxymethyl-aminometane)  (Merck), NaCl  (Synth),  CaClx(H20)2
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(Chemycalis), taurodeoxicolato de sédio (Sigma-Aldrich), NaOH (Synth), HCI
(Chemycalis), tributiina  (Sigma-Aldrich), lipase  pancreatica  porcina
(referéncial3126 Sigma-Aldrich), pancreatina porcina (8 x USP specifications,
referéncia P7545 Sigma-Aldrich).

Além dos materiais descritos, utilizou-se também extrato de bile porcina
(referéncia B8631 Sigma-Aldrich).

Para preparacdo das solugbes de eletrdlitos foram utilizados: KCI (Synth),
KH2PO4 (Synth), NaHCO3 (Chemycalis), NaCl (Synth), MgCl>(H20)s (Chemycalis),
(NH4)2CO3 (Merck), HCI (Chemycalis) e CaClx(H20). (Chemycalis).

4.2. METODOS

4.2.1. Producao das microparticulas lipidicas sélidas

As massas adequadas de cada um dos componentes foram pesadas
segundo as formulagbes descritas na Tabela 4.3 e separadas em béqueres
distintos como descrito abaixo:

1. Solucéo aquosa: agua e PS 60.

2. Mistura lipidica: OB, TS e SP 80.

A solucdo aquosa e a mistura de lipidios foram colocadas em banho-maria
sob temperatura controlada até atingirem 10°C acima do ponto de fusdo da
triestearina (PFrs = 60°C). Entdo a quercetina foi solubilizada na fase lipidica e a
solugdo aquosa quente foi imediatamente misturada a solugéo lipidica. A solugéao
final foi a seguir submetida a ultra-agitacao (Ultraturrax T25, IKA) também com
temperatura controlada (=70°C) usando-se intensidade de agitagdo de 18.000 rpm
por 5 minutos.

Em seguida, a dispersao foi deixada sob agitacdo magnética por 5 minutos
em banho de gelo até atingir cerca de 20°C. Nesta etapa foram adicionados a
dispersao goma xantana (0,05%) e o benzoato de sodio (0,02%) (SILVA, 2013).
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Tabela 4.3. Formulagdes empregadas na producao das microparticulas lipidicas sélidas
encapsulando quercetina

Fase Lipidica Tensoativo
Formulagao* % Total % Total o
) Composigéo ) Composigéao
(Massica) (Massica)
1,2 2,0 4 2,8% TS + 1,2% OB 2 1,4% SP 80 + 0,6% PS 60
2,0.2,0 4 2,0% TS + 2,0% OB 2 1,4% SP 80 + 0,6% PS 60
2,8 2,0 4 1,2% TS + 2,8% OB 2 1,4% SP 80 + 0,6% PS 60
1,2 25 4 2,8% TS + 1,2% OB 2,5 1,75%SP 80 + 0,75% PS 60
2,0.2,5 4 2,0% TS + 2,0% OB 2,5 1,75% SP 80 + 0,75% PS 60
28 25 4 1,2% TS + 2,8% OB 25 1,75% SP 80 + 0,75% PS 60
1,2_3,0 4 2,8% TS + 1,2% OB 3 2,1% SP 80 + 0,9% PS 60
2,0_3,0 4 2,0% TS + 2,0% OB 3 2,1% SP 80 + 0,9% PS 60
2,8_3,0 4 1,2% TS + 2,8% OB 3 2,1% SP 80 + 0,9% PS 60
1,2.3,5 4 2,8% TS + 1,2% OB 3,5 2,45% SP 80 + 1,05% PS 60
2,0_3,5 4 2,0% TS + 2,0% OB 3,5 2,45% SP 80 + 1,05% PS 60
2,8 3,5 4 1,2% TS + 2,8% OB 3,5 2,45% SP 80 + 1,05% PS 60
1,2 4,0 4 2,8% TS + 1,2% OB 4 2,8% SP 80 + 1,2% PS 60
2,0_4,0 4 2,0% TS + 2,0% OB 4 2,8% SP 80 + 1,2% PS 60
2,8.4,0 4 1,2% TS + 2,8% OB 4 2,8% SP 80 + 1,2% PS 60

*o primeiro nimero indica a porcentagem total de 6leo de babagu na formulagao, enquanto que o
segundo numero indica a porcentagem de tensoativo utilizado para producao das particulas.

Para os estudos realizados, foram produzidas 3 replicatas de cada
formulacdo para obtencdo dos dados de caracterizacao e estabilidade, que foram

armazenadas sob refrigeracéo.

4.2.2. Caracterizacao e estabilidade das microparticulas lipidicas solidas

42.2.1. Eficiéncia de encapsulacao da quercetina

Foram pipetados 10 mL de cada uma das amostras e colocados em tubos
de ensaio de 15 mL com membranas de ultrafiltracdo de massa molar de corte de
100 kDa (Millipore) . As amostras foram entdo submetidas a centrifugacado por 30
minutos a 4000 rpm e 4°C. Os ultrafiltrados obtidos contendo a quercetina n&o-
encapsulada foram coletados, diluidos na proporcdo de 1:20 em etanol e, em
seguida, foram feitas as leituras de absorbancia por espectrofotometria utilizando-
se o comprimento de onda de 373 nm (LI et al., 2009).Para quantificacao da
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quercetina, foi construida uma curva de calibragdo do flavonoide em etanol, com

concentragoes variando de 0 a 10 pg/mL.

4.2.2.2. Quantificacao de quercetina encapsulada

Primeiramente foi construida uma curva de calibracdo de quercetina em
DMSO, em concentragdes variando de 0 a 10 pg/mL

A quantificacdo de quercetina foi feita entdo pela analise dos dados obtidos
pela leitura em triplicata das absorbancias a 373 nm das amostras de
microparticulas diluidas na proporcao de 1:40 (amostra de microparticulas:DMSO)
e filtradas em membranas de 0,45 uym (Millex LCR, Millipore) para retirada de
eventuais agregados que pudessem resultar em turbidez na leitura
espectrofotométrica (POOL et al., 2013).

Os sistemas foram avaliados durante 30 dias em relacédo a preservacao da

quercetina.

4.2.2.3. Determinacao de distribuicao de tamanho, diametro
hidrodinamico médio e potencial zeta das microparticulas

Antes das medi¢des de distribuicdo de tamanho e diametro hidrodinamico
médio as dispersdes foram diluidas em agua ultrapurificada para evitar o efeito de
espalhamento multiplo. Os dados foram determinados por difracdo a laser no
Laboratorio de Processos de Engenharia de Alimentos, ZEA/FZEA/USP, e por
espectroscopia de correlacdo de fotons (PCS, por espalhamento de luz) em
equipamento ZetaPlus (Brookhaven Instruments Company, EUA). O comprimento
de onda do laser foi de 657 nm, em angulo de incidéncia igual a 90°. Foram
realizadas dez corridas para cada amostra e a as analises de dados foram
realizadas pelos softwares incluidos nos equipamentos.

Ja antes das determinacdes de potencial zeta, as dispersdes foram diluidas
em solucédo de KCI 0,1M. A determinacéo foi feita por mobilidade eletroforética em
equipamento ZetaPlus (Brookhaven Instruments Company, EUA).Foram realizadas
dez corridas para cada amostra e a andlise de dados foi realizada pelo software
incluido no equipamento.

Os sistemas foram avaliados em relacdo a estas analises durante 30 dias.
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4224, Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Apoés a producdo das microparticulas, os sistemas coloidais contendo 1,2%
de Oleo de babagu e 4% de tensoativos foram observados em microscépio
eletrénico de varredura TM 3000 Tabletop microscope (Hitachi, Tokyo, Japao)no
Laboratorio de Tecnologia de Alimentos, ZEA/FZEA/USP. Antes da obtengéo das
imagens, as amostras foram acomodadas em fitas dupla-face de carbono (Ted
Pella, Inc., Redding, EUA), fixadas em stubs de aluminio e secas a temperatura
ambiente por 24 horas.

4.2.2.5. Determinacao do comportamento térmico das microparticulas
por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

O comportamento térmico das microparticulas lipidicas sélidas foi analisado
em duplicata por calorimetria diferencial de varredura (DSC), no intervalo de 0 a
100°C, utilizando-se rampa de aquecimento de 102 C/min, em equipamento
TA5000 (TA Instruments, EUA), empregando-se um cadinho de aluminio vazio
como referéncia, sob atmosfera inerte (45 mL/min N2) no Laboratério de
Tecnologia de Alimentos FZEA/USP.

4.2.3. Avaliacao da digestibilidade in vitrodas microparticulas lipidicas
solidas encapsulando quercetina

4.2.3.1. Determinacao das atividades das enzimas utilizadas

Os ensaios para determinacao das atividades enzimaticas foram realizados
segundo os protocolos descritos no material eletrénico suplementar (ESI) fornecido
por Minekus et al. (2014). A atividade da pepsina porcina baseia-se na utilizagéo
da hemoglobina do sangue bovino como substrato: uma unidade ira produzir AAogy
de 0,001 por minuto, a pH 2,0 e 37°C, medido como produtos sollveis em TCA. A
atividade de tripsina porcina baseia-se no p-tolueno-sulfonil-L-arginina metil ester
(TAME) como substrato: uma unidade hidrolisa 1 mmol de TAME por minuto a
25°C, pH 8.1. Ja a atividade de lipase pancreatica porcina baseia-se na tributirina
como substrato: uma unidade libera 1 mmol de acido butirico por minuto a 37°C e
em pH 8,0 (MINEKUS et al., 2014). As concentracées de sais biliares foram
estimadas com base em dados fornecidos por laboratérios parceiros do
Departamento de Ciéncias dos Alimentos da University of Guelph (Canada).
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4.2.3.2. Preparacao dos fluidos simulados utilizados nos ensaios de
digestibilidade in vitro

Todas as solugdes foram preparadas de acordo com o protocolo descrito por
Minekus et al. (2014) com a finalidade de atingir concentracées adequadas de
eletrélitos nas solugdes finais.

Para a utilizacdo na fase gastrica, foi preparada uma solucéo de eletrélitos

inicial seguindo a composicao da Tabela 4.4, o pH foi ajustado para 3 com NaOH
1M e/ou HCI 1M.

Tabela 4.4. Composi¢cédo da solugao de eletrolitos utilizada na fase gastrica

Concentragao na solugao Volume na solugao de
Componente .
estoque eletrélitos da FG (mL)*
KCI 37,3 g/L 6,9
KH,PO, 68 g/L 0,9
NaHCO; 84 g/L 12,5
NaCl 117 g/L 11,8
MgCla(H20)e 30,5g/L 0,4
(NH4)2CO3 48 g/L 0,5
HCI 6 mol/L 1,3

*volumes utilizados para preparacéao de 400 mL de solugao de eletrdlitos para fase gastrica.

Para a utilizagdo na fase duodenal, foi preparada uma solugéo de eletrdlitos
inicial seguindo a composicao da Tabela 4.5, o pH foi ajustado para 7 com HCI 1M.

Tabela 4.5. Composicao da solucao de eletrélitos utilizada na fase gastrica

Concentracao na solucao Volume na solugéo de
Componente .
estoque eletrdlitos da FD (mL)*
KCI 37,3 g/L 6,8
KH,PO, 68 g/L 0,8
NaHCO; 84 g/L 42,5
NaCl 117 g/L 9,6
MgCl>(H20)s 30,5 g/L 1,1
HCI 6 mol/L 0,7

*volumes utilizados para preparacédo de 400 mL de solugao de eletrélitos para fase duodenal.
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Foi preparada também uma solugédo de CaCl,(H20).0,3M que foi adicionada
separadamente as misturas finais submetidas ao processo de digestdo simulada.
Este composto n&do foi adicionado as solu¢des de eletrélitos uma vez que é
possivel que ocorra precipitagao (MINEKUS et al., 2014).

4.2.3.3. Ensaios de digestibilidade in vitro pH stat

Apos a determinagédo das atividades das enzimas a serem utilizadas, da
preparacao das solugdes estoque de eletrélitos, dos pHs devidamente ajustados e
imediatamente antes do inicio de cada ensaio, as enzimas e o extrato de bile foram
preparados de forma a atingir as concentragdes e atividades enziméticas
necessarias descritas na metodologia proposta por Minekus et al. (2014). Desta
forma, foram preparadas as seguintes solugdes: pepsina porcina em solugcédo de
eletrélitos da fase géastrica a 25.000 U/mL, solucédo de pancreatina em solugéao de
eletrélitos da fase intestinal a 800 U/mL (atividade de tripsina), solucao de lipase a
25.000 U/mL e extrato de bile a 160 mM em agua deionizada.

Assim, pdde-se iniciar o processo de digestdo simulada como descrito
abaixo:

Fase gastrica: Em um béquer de 50 mL, 10 mL de dispersdao foram

misturados a 1,6 mL de solugcdo 25.000 U/mL de pepsina, 6,4 mL de solucdo de
eletrélitos da fase gastrica, 5 pL de CaClx(H20). 0,3M, 0,2 mL de HCI 1M e 1,795
mL de &gua ultrapura. O pH foi ajustado a 3 com HCI 1M e deixado sob agitacao
em agitador orbital a 200 rpm por 1 hora a 37°C.

Fase duodenal: Apds o tempo necessario para simular a fase gastrica, os 20

mL de quimo proveniente da mesma foi misturado a 7,8 mL de solugcado de
eletrélitos da fase intestinal, 40 uL de CaCly(H20)2 0,3M, 0,15 mL de NaOH 1M e
1,31 mL de agua ultrapura. Imediatamente antes de ser iniciada a funcao pH-stat
do titulador Titrando 902 (Metrohn), foi adicionada a mistura as solucdes
enzimaticas e a solugcédo de extrato de bile na seguinte ordem: 3,2 mL de solucéo
de lipase 25.000 U/mL, 5 mL de solucdo de pancreatina 800 U/mL e 2.5 mL de
solugcdo de extrato de bile 160mM. Entdo o equipamento foi ligado para
manutencdo do pH em 7 com dosagem automética de NaOH 1M (molaridade real
determinada antes do ensaio) e determinacdo de acidos graxos livres durante 2
horas, a 37°C sob agitacado magnética branda.
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Utilizando-se os volumes descritos, foram atingidas as concentragdes de
eletrélitos adequadas para cada fase simulada.

Os ensaios de digestibilidade in vitro foram realizados em ftriplicata para
cada uma das formulagdes de microparticulas.

Em diversas etapas do estudo realizado foi feita a visualizagdo das
particulas em microscépio ético (BEL PHOTONIX, camera 1.3 MP) no Laborat6rio
de Produtos Funcionais, ZEA/FZEA/USP sendo as imagens computadas pelo
software BEL VIEW.

4.2.3.4. Quantificacao da liberacao de acidos graxos durante a digestao
in vitro simulada

A liberagédo de acidos graxos livres foi acompanhada durante as 2 horas da
fase duodenal. Foram anotados os valores de pH e volume da NaOH 1M utilizados
para neutralizar os acidos e manter o pH em 7 a cada 5 minutos.

A molaridade real da solucdao de NaOH foi previamente determinada, e
através da Equacéo 1, a porcentagem de acidos graxos liberados foi calculada.

%AGL = 100 X (VNaOH XMaon X MMy 1"’”") (Equacéo 1)

Wiip idio X2

Na Equalcéo (1), Vnaon € 0 volume de hidréxido de sédio requerido para
neutralizar os acidos graxos produzidos (em mililitros), Mnaon € @ molaridade do
hidréxido de sédio utilizado (em M), MMpiqio € @ massa molar do 6leo de referéncia
(284,4772g/mol para acido estearico), e wipidsic € @ massa total de lipidio inicial (em

gramas).

4.2.3.5. Monitoramento das modificac6es das microparticulas durante a
digestao in vitro simulada

A fim de verificar a integridade das particulas durante o processo de
digestdo simulada, o diametro médio e o potencial zeta foram acompanhados de 20
em 20 minutos desde o inicio da fase gastrica até o fim da fase duodenal conforme
descrito no item 4.2.2.3.

Fez-se também o acompanhamento da integridade das particulas por

microscopia ética.
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4.2.4. Avaliacao da bioacessibilidade da quercetina microencapsulada

A biodisponibilidade da quercetina foi avaliada através da quantificagdo da
quercetina presente na fase micelar, ao final da fase de digestdo duodenal. O
quimo proveniente do fim da digestdo foi transferido para um tubo falcon e as
micelas foram separadas por centrifugacao (3300 rpm por 50 minutos). Foram
entdo transferidos para tubos falcon 3 amostras de 1 ml da fracdo do meio do
centrifugado e a quercetina extraida com a adigdo de 9 mL de dimetilsulfoxido em
cada tubo. As misturas foram entdo centrifugadas novamente para remocao de
possiveis particulas em suspensao (3300 rpm por 10 minutos) e as fracoes
inferiores cuidadosamente coletadas e submetidas a filtragdo em membranas
de0,45 pym (Millex LCR, Millipore). A seguir a quercetina foi quantificada por
espectrofotometria, sendo a absorbancia determinada a 373 nm. A proporcao de
flavonoide transferida para a fase aquosa foi calculada baseando-se na quantidade

inicial encapsulada nas micropatrticulas lipidicas sélidas.

4.2.5. Analise estatistica dos dados

Os dados obtidos nos experimentos foram submetidos ao procedimento
ANOVA e teste de Tukey, ao nivel de 95% de significancia, utilizando-se o software
SAS 9.2.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE QUERCETINA A SER
ENCAPSULADA NAS MICROPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS

Estudos realizados no Laboratério de Coloides e Funcionalidade de
Macromoléculas (FZEA/USP) anteriormente ao inicio dos ensaios de encapsulacéo
da quercetina nas matrizes lipidicas indicaram a estabilidade durante 46 dias dos
sistemas coloidais produzidos com 4% de tensoativo (2,8% de SP80 e 1,2% de
PS60). O valor de equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) foi de 7,48. Foram
determinadas também as condicdes ideais para producao das particulas, sendo
que o tempo de agitacdo a 18.000 rpm foi de 5 minutos para obtencéo da dispersao
homogénea e estavel.A concentracdo de lipidios nas formulagcées também foi
sempre de 4%, entretanto, variou-se a proporcao de 6leo de babacu e triestearina
em trés formulagdes distintas, as quais ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo a estabilidade: formulagdes 1,2 4,0,2,0 4,0 e 2,8 4,0 (SILVA et al., 2014).

A partir destes dados preliminares, foram iniciados os experimentos para
determinacdo da massa de quercetina a ser incorporada na formulagdo. As
concentracOes testadas foram baseadas em estudo realizado por Pool et al. (2013)
no qual é determinada a solubilidade da quercetina em triacilglicerois de cadeia
média em varias temperaturas.

Um dos principais fatores que determinam a eficiéncia de um sistema de
microencapsulacao é a quantidade maxima de bioativo que pode ser solubilizada
dentro dele. Abaixo deste nivel de saturacdo o componente bioativo é totalmente
solubilizado, todavia, acima deste nivel, pode haver a formagdo uma fase soélida
isolada, isto €, uma fase cristalina ou amorfa (POOL et al., 2013). Desta forma,
foram testadas concentragdes de quercetina de 0,15 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,3
mg/mL e 0,4 mg/mL para produgédo das microparticulas. As dispersdes contendo
0,15 mg/mL, 0,2 mg/mL e 0,3 mg/mL apresentaram aspecto semelhante. Notou-se,
entretanto, que as dispersées produzidas com 0,4 mg/mL de quercetina
apresentaram um aumento significativo de viscosidade, o que pode ser indicativo
de nao-incorporacao de parte da quercetina adicionada na formulacdo (POOL et
al., 2013). Desta forma, a concentragdo maxima de quercetina a ser encapsulada
foi estabelecida como 0,3 mg/mL. E interessante observar que esta concentracdo
esta bem abaixo do limite de solubilidade do flavonoide em uma mistura de
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triacilglicerois de cadeia média (Mygliol 812®), conforme mostrado por Pool et al.
(2013) que, a 70°C (temperatura de producdo das microparticulas) é de cerca de
3,5 mg/mL. As amostras de ultrafiltrados obtidos de acordo com o procedimento
descrito no item 4.2.2.1 indicaram que nao havia quercetina nao-encapsulada,
indicando que, ao se utilizar 0,3 mg quercetina/mL de formulacdo, 100% do
flavonoide estaria encapsulado no interior da microparticula lipidica.

Assim, ap6s a producdo das microparticulas, as dispersdes apresentaram
aspecto semelhante: levemente amareladas, opacas, liquidas, sem odor e
homogéneas, como pode ser visualizado na Figura 5.1. O aspecto leitoso das
particulas pode ser atribuido ao espalhamento de luz causado pelas particulas
(MCCLEMENTS, 2002).

Figura 5.1. Aspecto visual da dispersdo de microparticulas lipidicas sélidas produzidas com 6leo de
babagu e triestearina, encapsulando quercetina.

Desta forma, foram iniciados os estudos de caracterizacao e estabilidade
das dispersdes como descrito a seguir.
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5.2. AVALIACAO DA ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DAS
MICROPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS ENCAPSULANDO QUERCETINA,
AO LONGO DO TEMPO DE ARMAZENAGEM.

5.2.1. Concentracao de quercetina encapsulada, diametro hidrodinamico
médio, distribuicao de tamanho e potencial zeta.

Os tensoativos presentes nas formulagdes das dispersdes podem afetar a
cristalizagcao da matriz lipidica que € atribuida a indugao de nucleagéo heterogénea
devido a interagdo do lipidio com a camada de tensoativo. Além disso, se a
concentracao ideal para formacéo das dispersdes nao for atingida, pode haver a
nao-formacdo das dispersées (SOUTO et al.,, 2011; BUNJES; UNRUH, 2007;
WASAN, 2007). Dessa forma, a fim de verificar se concentragdes menores de
tensoativo poderiam estabilizar as dispersdes, foram produzidas particulas
contendo 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5 e 4,0% de tensoativo na formulacao.

As particulas contendo 1,0 e 1,5% de tensoativo desestabilizaram no dia
zero, sendo que a aquelas produzidas com 1,0% de tensoativo apresentaram
separacao de fases com a formacao de goticulas de 6leo na fracdo superior da
amostra (Figura 5.2 (a)), enquanto que as produzidas com 1,5% de tensoativo
flocularam (Figura 5.2 (b)). Assim, estas formulagdes foram descartadas.

Figura 5.2. Aspecto das disperses produzidas com 1,0% (a) e 1,5% (b) de tensoativo.
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As formulagbes contendo de 2,0 a 4,0% de tensoativo permaneceram
estaveis e sem formacao de creme, floculagdo ou separacéo de fases, indicando
que a quantidade de tensoativo utilizada foi suficiente para estabilizar as emulsdes
(DAS et al., 2011). Desta forma, as microparticulas produzidas com mais de 2,0%
de tensoativo foram acompanhadas por 30 dias de estocagem, sob refrigeracao,
para verificar variacbes na capacidade de encapsulacdo das particulas e a
ocorréncia de alteragbes significativas nas concentragbes de quercetina
encapsulada durante este periodo, e os resultados sdo apresentados na Tabela
5.1. Para verificar se as alteragdes nas concentracoes de quercetina foram
significativas e se houve também diferenca entre as formulagdes, foi realizada a
analise estatistica dos dados de concentracdo de quercetina. Os dados foram
submetidos ao procedimento ANOVA e teste de Tukey, ao nivel de 95% de
significancia e os resultados também sao mostrados na Tabela 5.1.

Existem quatro principais fatores que influenciam a capacidade de
encapsulacdo de um composto na matriz lipidica: a solubilidade do bioativo no
lipidio fundido, a miscibilidade do bioativo fundido com o lipidio fundido, a estrutura
fisico-quimica e a forma polimérfica da matriz lipidica (MULLER; MADER; GOHLA,
2000). Nos resultados obtidos, é possivel observar que inicialmente as particulas
com menores concentracoes de OB (1,2%) apresentaram valores maiores de
concentracdo de quercetina para quase todas as concentragées de tensoativo,
enquanto que as particulas com maiores concentragbes de OB (2,8%)
apresentaram os menores valores para também quase todas as concentracdes de
tensoativo. E importante notar também que em relagdo as particulas com 4,0% de
tensoativo, quando foi aumentada a concentracado de OB na formulacdo houve uma
reducdo na capacidade de preservacao da quercetina. Este resultado entra em
desacordo com o encontrado na literatura, isso porque com o aumento dos MCTs
presente nas formulacoes, espera-se um aumento da solubilidade da quercetina na
matriz lipidica, o que provavelmente favoreceria a preservacdo do bioativo no
interior da particula. Aléem disso, com o resfriamento da disperséo, a solubilidade
poderia ser reduzida e ser ainda mais baixa com o aumento da quantidade de
lipidios sdlidos (DAS et al., 2011; HUR et al., 2011a; MCCLEMENTS, 2005;
MULLER; MADER; GOHLA, 2000). Entretanto, devido & composicdo da matriz
lipidica escolhida, o que houve foi uma redugéo da capacidade de preservagédo da
quercetina com o aumento da concentracdo de MCTs. Provavelmente devido a
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disposicao dos tensoativos e dos lipidios na interface, que influencia a facilidade
com que ha a permeac¢ao de oxigénio na particula.

Tabela 5.1. Resultados de estabilidade da quercetina encapsulada nas particulas lipidicas soélidas
quanto a concentracao de bioativo.Os resultados sdo apresentados como as médias e desvios

padrdes dos valores encontrados para as replicatas de amostras.

Concentragdo de Quercetina (ug/mL)

Formulacao Dia 0 Dia7 Dia 15 Dia 20 Dia 30

12 20  2152+246™  187,4+154%° 178,7+25,9%%  180,3+10,8™®  198,0+19,4™®
2,0 20 167,9429,1%%"  114,7+18,7°® 143,7422 799" 134,3+17,8°® 105,5+28,79"
2.8 20  133,3+30,9""° 128,1+16,9°°"®  1284+16,8°"  143,8+18,4% 102,2+22,0"™
1,225 193,3+16,6™"  182,3+22,3*" 181,3+25,0°"  182,7+16,7°"  192,4+21,1%>"
2,0 25 182,9+11,3" 1222424 8%  149,9+17,0°%"° 14274226°°  162,6+24,6°"*®
28 25 1549+157°%°  167,8+18,9°°°  138,9+22,6°°° 160,8+11,5°°*°°  207,4451*"
1,2.3,0  194,8+8,8%" 190,7+17,0% 193,3+24,3%A 194,9+8,6% 199,8+16,3%"
2,0 30 179,1+43,9%*  103,2+27,6" 153,548,1%°°%°"  164,7+13,8°°%*  161,8+15,4%"
2,8 3,0  133,5#31,6™  156,6423,2*  161,4+554°°" 135 9+356°" 138,3+30,7'%"
1,2.35  206,7+14,4%" 188,4+11,6* 198,7+27,9* 184,7+11,3%" 209,746,7*"
2,0 35 169,3+28,1™*" 13824358  170,8+11,4°°*®*  197,8+16,0*" 155,9+15,9°®
2,8 35  179,6422,0%°°" 149,942,579 146 5+14,7°°°°°  134,7+10,2°°  170,0+9,2°°%""
1,2 40  177,6+4,5%°% 171,815,5%" 181,247,9%°4 148,5457%%  182,4+10,0%°"
2,0 40  175,4454%°" 189,349,0* 158,541,5%°°°®  153,7416,3°°°" 158,944 5%7°%"
2,8 40  200,3+22,1*"  163,4+4,4%°" 113,58,5% 151,149,4%%" 150,7+6,7°°"

As letras minusculas nas colunas indicam o resultado da analise estatistica feita entre diferentes
formulacées em um mesmo dia, enquanto que as letras mailsculas nas linhas indicam se houve
diferencga significativa no periodo de armazenamento estudado para uma mesma formulagao: letras
iguais indicam que nao houve diferencga significativa entre as médias enquanto que letras diferentes
indicam que houve diferenga significativa entre as médias analisadas (procedimento ANOVA, teste
Tukey, (0=0,05).

Algumas semelhangcas entre os perfis temporais da concentracdo de
quercetina nas particulas com a mesma concentracdo de OB puderam ser
observadas e ficam mais evidentes quando observados os graficos de
concentragcao de quercetina pelo tempo, como mostrado na Figura 5.3
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Figura 5.3. Perfis temporais de concentragdo de quercetina encapsulada nas microparticulas
lipidicas solidas durante 30 dias de armazenamento: (a)1,2% de 6leo de babagu; (b) 2,0% de 6leo
de babacu; (c) 2,8% de 6leo de babacu.
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Nota-se que nos primeiros 15 dias de armazenamento as particulas com
2,8% de OB apresentaram uma redugdo maior na concentracdo de quercetina
extraida se comparadas as outras particulas. Nota-se também que as particulas
contendo 1,2% de OB apresentaram uma oscilagdo menor dos valores de
concentracao de quercetina durante 0 mesmo periodo e essa variacao das médias
nao foi significativa. Isso se deve provavelmente ao fato de que nestas particulas
h&a uma porcentagem maior de LCTs. Estes triacilglicerois cristalizam geralmente
nas formas termodinamicamente mais estaveis e, por isso, hd uma menor
modificagcdo das formas cristalinas ao longo do tempo de armazenamento, o que
provavelmente favoreceu a preservagado da quercetina no interior da matriz lipidica
(MCCLEMENTS, 2012; SOUTO et al., 2011; BUNJES; UNRUH, 2007).

Em relacéo as particulas produzidas com 2,0% de OB, nos primeiros 7 dias
houve uma reducéo dos valores determinados inicialmente, entretanto, ao final dos
30 dias somente as particulas com 2,0 e 4,0% de tensoativo mantiveram essa
reducao significativa. Nota-se neste caso, que a porcentagem de tensoativo nao
influenciou a preservagao da quercetina na matriz lipidica, mas sim a composicao
lipidica. Se comparadas com as particulas contendo 1,2% de OB, o aumento da
quantidade de MCTs na formulacdo reduziu a capacidade de preservacdao da
quercetina. O mesmo efeito pode ser observado em relacdo as particulas com
2,8% de OB, onde houve uma reducdo da concentragcdo de quercetina nos
primeiros 15 dias de armazenamento, entretanto essa reducdo s6 se manteve
significativa para a particula com 4,0% de tensoativo.

Desta forma, foi observado que o aumento da quantidade de MCTs nas
formulacbes nado afetou significativamente a capacidade de preservacdo da
quercetina pelas particulas, exceto para as formulagdes contendo 4,0% de
tensoativo onde esse aumento gerou uma reducdo mais expressiva nos valores
determinados durante o periodo analisado.

Estudos feitos por Bunjes, Koch e Westesen (2003) sugerem que existem
interacdes da camada de tensoativos hidrofébicos com a matriz lipidica e que a
transicao polimorfica que ocorre dentro de uma particula € iniciada na interface e
nao no nucleo. Como as moléculas de triacilglicerois perto da interface tém energia
superior e maior mobilidade do que aquelas totalmente cercadas pela estrutura
cristalina de triacilglicerois, estas podem sofrer mais facilmente as alteragdes
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conformacionais necessarias para uma transicdo. Moléculas de tensoativo
adsorvidos na interface podem modificar esse processo. Desta forma, o aumento
na concentracao de tensoativos utilizada nas formulag¢des pode alterar a forma com
que a cristalizacdo e as transi¢gdes polimorficas ocorrem dentro das particulas.
Assim, analisando-se a influéncia da porcentagem de tensoativo na capacidade de
preservacao da quercetina pelas formulagdes, obtém-se resultados relevantes: No
dia zero, as particulas contendo 1,2 e 2,0% de OB nao diferiram entre si com o
aumento da porcentagem de tensoativo na formulagédo, entretanto a particula
2,8 4,0 apresentou valores de concentracdo de quercetina significativamente
maiores que aquelas do mesmo grupo. No dia 7, as particulas com 1,2% de OB e
2,8% de OB nao diferiram daquelas produzidas com a mesma composi¢ao lipidica
e diferentes porcentagens de tensoativo. Entretanto a particula 2,0_4,0 diferiu
daquelas com menos tensoativo, apresentando valores significativamente
maiores.No dia 15 ndo houve diferenga significativa entre as amostras com a
mesma composicao lipidica. Aos 20 dias de armazenamento, a particula 2,0_3,5
apresentou valores mais altos de concentracdo de quercetina que aquelas com a
mesma composicao lipidica e diferentes porcentagens de tensoativo. Por outro
lado, a particula 1,2_4,0 apresentou valores significativamente mais baixos que
aquelas com menores concentragdes de tensoativo.Ao final do periodo analisado,
ndo houve diferenca significativa entre as particulas com 1,2% de OB, entretanto
as particulas com 2,0 e 2,8% de OB com as menores porcentagens de tensoativo
apresentaram o0s valores mais baixos de concentracdo de quercetina e
significativamente menores que todas as outras formulagdes.Desta forma, para as
particulas contendo 1,2% de OB, a porcentagem de tensoativo néo influenciou na
capacidade de preservagdo da quercetina e provavelmente ndo alterou a forma
com que ocorrem as transicbes polimoérficas dentro das particulas (BUNJES;
KOCH; WESTESEN., 2003).

E importante notar que, de uma forma geral, o aumento da quantidade de
OB nas formulac¢ées reduziu os valores de concentracdo de quercetina, isso para
todas as porcentagens de tensoativo, durante todo o periodo de armazenamento.
Uma possivel explicacdo para este resultado é que a concentracdo de MCTs
presente na formulagdo pode alterar a forma em que a quercetina se localiza no
interior das particulas, bem como a permeabilidade do oxigénio. Desta forma, o
aumento da concentragdo de OB nas particulas pode ter contribuido para facilitar a
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oxidacao da quercetina encapsulada, porém, mais estudos sdo necessarios para
confirmar esta hipétese.

As dispersdes de microparticulas foram analisadas também em relagdo ao
seu diametro médio e distribuicdo de tamanho de particula, ao longo do tempo de
armazenagem.

A distribuicao de tamanho de particula representa a fracdo de particulas em
diferentes classes de tamanho e pode ser controlada pela selegcdo adequada dos
componentes da dispersdo e pelas condicdes de producdo (LESMES;
MCCLEMENTS, 2009; MCCLEMENTS, 2005). Os resultados obtidos para as
particulas contendo 2% de tensoativo sdo utilizados como exemplificacdo dos
resultados obtidos e estdo representados na Figura 5.4.

Como pode ser observado, foram obtidos graficos bimodais que indicam a
existéncia de duas populacdes distintas. A polidispersidade dos graficos € alta e os
picos se modificaram com o tempo em ambos 0s eixos. Essas modificacées foram
observadas em todos os graficos de distribuicdo para todas as formulagdes e nédo
indicam a desestabilizacdo do sistema, mas sim a heterogeneidade dos didametros
encontrados na dispersao obtida. Este resultado ja era esperado, pois se trata de
uma caracteristica intrinseca do método de producéo utilizado e das particulas
lipidicas sélidas como descrito por Mehnert e Mader (2001). Desta forma, optou-se
por ndo avaliar os graficos de distribuicdo de particula em relacdo a estabilidade
das particulas, mas somente como indicativo da heterogeneidade do sistema.
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Os resultados de diametro hidrodindmico médio sdo representados na
Tabela 5.2. Foram obtidos diametros que variaram de aproximadamente 700 nm a
1800 nm para as diferentes formulagdes. Os diametros mais elevados foram
encontrados nas formulagdes contendo 2,0 e 2,5% de tensoativo enquanto que os
valores mais baixos foram encontrados nas formula¢des contendo 3,5 e 4,0% de
tensoativo. Estes resultados também ja eram esperados uma vez que o aumento
na concentracdo de tensoativos em uma dispersao reduz o tamanho das particulas
devido a redugédo da tensdo superficial no momento da homogeneizagdo, como
descrito por outros autores, bem como aumenta o empacotamento na interface
(DAS et al., 2011; MEHNERT; MADER, 2001).

Diametros maiores também foram obtidos com o aumento da concentragao
de LCTs nas formulagdes. Esse aumento pode ser atribuido a viscosidade da fase
dispersa. LCTs tém uma viscosidade relativamente superior aos MCTs, e, portanto,
a separacao das particulas durante a homogeneizacao se torna menos eficiente
com o aumento da quantidade de LCTs, levando a particulas com diametros
médios maiores (SALVIA-TRUJILO et al, 2013; HUR et al, 2011a;
MCCLEMENTS, 2005).

Foi realizada a analise estatistica dos dados obtidos a fim de avaliar se
houve diferenca significativa entre os didmetros obtidos durante o periodo
analisado para uma mesma amostra, e também entre as amostras em um mesmo
dia. Os resultados também s&o mostrados na Tabela 5.2.

Os resultados da anadlise estatistica demonstram que apenas as dispersoes
1,2 40 e 2,0 4,0 apresentaram reducdo significativa no diametro médio de
particula apds 30 dias de armazenamento. Estes resultados estdo de acordo com
os discutidos anteriormente para preservagao da quercetina, onde foi mencionado
que para as particulas com 4,0% de tensoativo, quando ha o aumento da
concentracdo de OB nas formulacées, ha uma reducdo na capacidade de

preservacao da quercetina.
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Tabela 5.2. Resultados de estabilidade da quercetina encapsulada nas particulas lipidicas solidas
quanto ao didmetro hidrodindmico médio. Médias e desvios padrdes dos didmetros encontrados.

Diametro hidrodindmico médio (nm)

Formulagao Dia 0 Dia 7 Dia 15 Dia 20 Dia 30
1.2.2,0  15835+182,8™  1726,745,1™"  15256+129,3%"  1331,3+135,7°"  1315,1+82,6"
2,0_.2,0  1418,2+281,9% 1357,3+260,2°°™ 1281,8+160,4°°" 1217,9+34,6°*  1379,6+118,2%"
2820  12255+17,6™" 946,8+147,8°" 1527,9+232,1™"  12751+190,2°*  1251,3+31,0™*
12,25  1253,9+36,1%8  11259+40,3°® 1219,9+60,5°°®  1392,5+106,9°" 1197,7+25,8%°8
2,0_2,5  1391,3+80,1%°°8C 1287,9+102,2°C  1690,8+71,8*"  1591,44+58,9%®  1433,7+42 6%
2,8.2,5  13423+39,2™" 1052,4+59,6%" 1275347747 1171,9+175,4%" 1168,2+378,2%
1,2.3,0  1381,9+234,3™* 1025,9+41,5%9"  1023,7+83,2°*"  1189,1+88,4°*"  1086,0+98,3%°*
2,030 115494756 1195,0468,5%" 1389,0+199,6™" 1342,9+102,3™*  1320,9+69,5*"
2,830  1156,24239,3" 947,3+19.4°"  868,1+98,4%"  1047,8+94,4°%"  9198+89,0°™"
1,2.3,5  1053,6+78,6™"  880,1+14,2°"  917,3+92,7°%"  1072,7457,1%%®"  1039,1+57,4°°%
2,0_3,5  1391,04191,7%"  904,7+123,1®  1144,1+12,4°%® 1130,5+107,8°"® 1078,8+12,0°°"®
2,8.35  977,6+104,7°"  774,2+414%  858,3+753%"  851,1+33,09"  747,4+101,8"
1240 1470,5+14,9  1807,0¢25,5*  1526,5:222,7*""  785,0+128,7°"  967,0+15,6°"
2040  1534,0+49,5 1617,5:36,1®"  1596,047,1*" 732,0+1,4%® 823,0+29,7°%°
2,8 4,0 875,5¢0,7%°  947,5¢31,8%®  702,5+14,9%  1123,5¢856""  762,0¢1,4°°

As letras minusculas nas colunas indicam o resultado da andlise estatistica feita entre diferentes
formulacbes em um mesmo dia, enquanto que as letras mailsculas nas linhas indicam se houve
diferenga significativa no periodo de armazenamento estudado para uma mesma formulagao: letras
iguais indicam que nao houve diferenca significativa entre as médias enquanto que letras diferentes
indicam que houve diferenca significativa entre as médias analisadas(procedimento ANOVA, teste
Tukey, (0=0,05).

Em relacdo as diferencas entre as formulacbes para um mesmo dia
estudado, no dia zero ndo houve diferenga significativa entre as amostras que
continham a mesma porcentagem de OB em sua formulagdo. Isto significa que,
apesar do aumento da concentracao de tensoativo nas formulagdes ter reduzido o
tamanho das particulas, esta reducao nao foi significativa. Ao final dos 30 dias de
armazenamento, as particulas contendo 1,2% de OB continuaram néao diferindo
entre si em relacdo ao didmetro médio. Entretanto, para as particulas contendo
2,0% de OB, 4,0% de tensoativo na formulagdo resultou em diametros
significativamente menores quando comparadas com aquelas produzidas com
menos tensoativo, e para as formulagdes contendo 2,8% de OB, essa mesma
reducdo foi observada quando utilizado acima de 3,0% de tensoativo. Portanto,

com o aumento da proporcdo de MCTs presentes na formulagdo, quando ha um
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aumento também da quantidade de tensoativo utilizado, ocorre a reducdo do
tamanho da particula. Inimeros fatores influenciam a cristalizacao dos lipidicos e
consequentemente o diametro médio das particulas lipidicas sélidas como a
formulacdo, o tipo de bioativo, os fatores de producdo (temperatura,
homogeneizacdo), a fase continua, as condicbes de armazenamento e a
composi¢ao lipidica (HEURTAULT et al, 2003). A redugdo observada
provavelmente se deve as caracteristicas de interacdo dos tensoativos com a
matriz lipidica e é influenciada pelas concentragbes destes compostos nas
formulacées. A reducao do diametro pelo aumento da porcentagem de tensoativo é
amplamente difundida. Além disso, a reducdao do didmetro da particula com o
aumento da concentracdo de MCTs nas formulagbes também ja foi observada em
outros estudos como o realizado por Salvia-Trujilo et al. (2013) para nanoemulsdes
e também por Yang e McClements (2013) para emulsdes 6leo em agua.

Através da Figura 5.5 é possivel observar que no periodo analisado houve
uma oscilagdo no diametro das particulas. Esta oscilagdo se deve principalmente
ao tempo necessario para estabilizacdo do sistema e também as variagdes
causadas entre as aliquotas coletadas para analise, uma vez que, como
mencionado anteriormente, ha uma grande heterogeneidade das particulas
formadas. Entretanto, pode também ser observado que os valores ao final do
periodo analisado ndo foram reduzidos para a maioria das particulas produzidas, o

que indica estabilidade do sistema coloidal.
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O potencial zeta representa a carga elétrica “liquida” sobre a superficie de
uma particula coloidal em um meio liquido e € um parametro util para avaliar a
estabilidade fisica de sistemas coloidais. Este valor de carga de superficie é util
para a compreensao das interagdes entre as particulas dispersas. Manipulando o
potencial zeta € possivel aumentar a estabilidade da dispersdo ou acelerar a
floculacdo das particulas. O potencial zeta utiliza a técnica de espalhamento de luz
onde a mobilidade eletroforética das particulas € detectada através de um campo
elétrico aplicado. A carga na superficie de uma particula influencia o ambiente
ibnico na regido proxima a superficie da particula. Este ambiente i6nico é
tipicamente descrito utilizando um modelo de dupla camada: a camada de Stern na
qual os ions estao firmemente ligados a superficie da particula, e a camada difusa
que fica mais longe da superficie da particula, contudo, os ions presentes nesta
camada ainda sdo movidos juntos com a particula. O limite entre a dupla camada
elétrica e os ios em equilibrio na solugédo € chamado de plano de cisalhamento. O
potencial zeta € definido como o potencial medido em mV da distancia entre o
plano de cisalhamento e a superficie da particula. Para medir o potencial zeta de
uma particula, uma pequena quantidade de amostra é colocada numa cubeta
contendo dois eletrodos que sdao usados para criar um campo elétrico induzido.
Uma vez que o campo elétrico é aplicado, as particulas movem-se em direcao ao
anodo ou ao catodo, se as superficies estdo carregadas positivamente ou
negativamente respectivamente. A direcdo do movimento indica a carga positiva
versus a carga negativa e a velocidade do movimento das particulas é utilizada
para calcular a magnitude da carga (HORIBA INSTRUMENTS, INC., 2012; DAS et
al., 2011).

Os valores de potencial zeta das particulas contendo 4,0% de tensoativo
foram avaliados durante 90 dias como indicativo de estabilidade dos sistemas. Os
resultados médios sdo apresentados na Tabela 5.3 junto com a analise estatistica

feita sobre os dados obtidos.
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Tabela 5.3. Resultados e analise estatistica para potencial zeta das microparticulas lipidicas sélidas
encapsulando quercetina contendo 4,0% de tensoativo na formulagdo durante 90 dias de

armazenamento.
Potencial Zeta (mV)
Formulacao Dia 0 Dia 7 Dia 60 Dia 90
1,2_4,0 -18,4+1,2%"  -27,645,1%8 22543208 .08 543 7%
2,0_4,0 -12,7+3,8% -31,0+1,9" -22,7+1,5%® -23,0+2,7%
2,8_4,0 -25,6+0,9°* -19,5+2,4% -25,2+3, 2% -25,1+2,8%

As letras minusculas nas colunas indicam o resultado da analise estatistica feita entre
diferentes formulagdes em um mesmo dia, enquanto que as letras mailsculas nas linhas
indicam se houve diferenga significativa no periodo de armazenamento estudado para uma
mesma formulacao: letras iguais indicam que nao houve diferencga significativa entre as médias
enquanto que letras diferentes indicam que houve diferenga significativa entre as médias
analisadas (procedimento ANOVA, teste Tukey, (a=0,05).

Os resultados indicam que houve diferenca significativa entre as amostras
apenas nos primeiros sete dias de armazenamento sendo que no primeiro dia, a
particula com mais OB apresentou valores mais negativos, o que néao foi
reproduzido no dia 7 onde as particulas com 2,0% de OB apresentaram os
menores valores. Nos dias posteriores a diferenca entre os valores encontrados
reduziu e deixou de ser significativa. A diferenca entre o potencial zeta do dia 0 e
do dia 90 nao foi significativa apenas para a formulacdo com 2,8% de OB que nao
apresentou alteragdes significativas durante todo o periodo estudado.

De uma forma geral, a agregacao das particulas é mais dificil de ocorrer
para particulas carregadas (altos valores de potencial zeta) devido a repulsao
eletrostatica (MULLER; MADER; GOHLA et al., 2000). Dessa forma, apesar de
serem observadas algumas alteragbes significativas, os valores encontrados para
todas as formulacdes durante todo o periodo analisado estdo na faixa de -12,00 e -
32,00 mV que indicam que todos os sistemas coloidais testados se apresentaram
estaveis durante todo o periodo de armazenamento e estdo de acordo com os
valores encontrados na literatura (ADITYA et al., 2014; LI et al., 2009).

Assim, é possivel inferir que todos os sistemas coloidais analisados se
apresentaram estaveis no periodo de 30 dias, mesmo apresentando alguma
diferenga significativa entre os valores encontrados no periodo inicial de

armazenagem.
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5.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A fim de analisar a morfologia das particulas produzidas, foram obtidas
imagens por microscopia eletrénica da varredura (MEV) da formulagao 1,2 4,0
(Figura 5.6).

As imagens obtidas confirmam os resultados obtidos nas andlises de
distribuicdo de tamanho de particula e didmetro médio, uma vez que ha uma
grande variagdo na forma e nos tamanhos das particulas (MEHNERT; MADER,
2001).

Como pode ser observado, hd uma frequéncia maior de particulas com
diametros menores e esféricas (Figura 5.6 (a)), entretanto ha também a formacao
de particulas fusiformes com tamanhos variados e aglomerados, como pode ser
observado na Figura 5.6 (c) e (d).

Esta variacdo nas formas das particulas gera uma dificuldade na
determinacao do diametro médio, uma vez que 0s equipamentos utilizados para tal
determinacao fazem uso de padrdes esféricos para comparagao e determinagéao do
diametro (MEHNERT; MADER, 2001; MULLER; MADER; GOHLA, 2000). Como ja
mencionado anteriormente, essas variagdes tanto no tamanho quanto na forma das
particulas sao caracteristicas das particulas lipidicas sélidas. Durante o
armazenamento, podem também ocorrer transformacdes polimérficas que sao
acompanhadas por alteracbes na forma das particulas, designadamente das
formas esféricas (a) para as formas achatadas () (DAS et al., 2011; SOUTO et al.,
2011; MULLER; MADER; GOHLA, 2000; MEHNERT; MADER, 2001).
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Figura 5.6. Microscopia eletronica de varredura (MEV) das particulas com 1,2% de 6leo de babagu e

4% de tensoativo: (a) aumento de 500 vezes; (b) aumento de 1000x; (c) aumento de 1500x; (d)
aumento de 2000x.

5.2.3. Comportamento térmico

A Figura 5.7 mostra os termogramas obtidos por DSC para as particulas

produzidas com 6leo de babagu e triestearina com quercetina encapsulada e a

Tabela 5.4 os dados calorimétricos obtidos para tais particulas.

Tabela 5.4. Dados calorimétricos (obtidos por DSC) das particulas lipidicas solidas contendo 6leo de

babagu e triestearina com quercetina encapsulada.

Formulacéo Tt °C) Tonsen1(®C)  AHmi (/@) Tma (°C)  Tonsera(°C)  AHma (J/9)
1,2.2,0 28,54 25,03 0,136 56,99 40,78 4,751
1,2.4,0 30,41 26,16 0,250 54,92 47,58 4,831
2,0.2,0 29,61 26,00 0,165 60,76 51,99 2,623
2,0_4,0 27,88 17,82 0,610 55,29 46,05 3,235
2,8 2,0 23,69 13,07 2,041 60,09 42,10 1,178
2,8 4,0 29,81 25,21 0,986 55,37 43,66 0,933
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Figura 5.7. Termogramas obtidos por calorimetria diferencial de varredura.

Em experimentos realizados previamente a este trabalho, foram
determinadas por DSC as temperaturas de fusdo da triestearina e do éleo de
babacu que foram de 60°C e 25,5°C respectivamente, o que esta de acordo com o
valor mencionado por Gumiero e Rocha-Filho (2012), que para o 6leo de babacu é
préximo a 30°C.

A presenga do Oleo de babagu e da triestearina transparece nos
termogramas uma vez que estes possuem duas transicoes de fase endotérmicas
(dois processos de fusado), sendo um préximo a 30°C e outro préximo a 60°C.
Como esperado, com o aumento da quantidade de éleo de babagu nas
formulacdes, a entalpia de fusdo da porgcéao de baixo ponto de fusdo aumenta. Por
outro lado, a entalpia da porcéo lipidica de alto ponto de fusdo diminui. Isso tanto
para as particulas com 2 ou 4% de tensoativo.

Estas variagdes na entalpia de fusdo e as alteragdes nas temperaturas
maximas e onset indicam que houve perturbagdes significativas na estrutura da
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particula com a adicdo de MCTs a formulacao, que aumentou a heterogeneidade a
matriz lipidica da particula. Este fato é extremamente desejavel, uma vez que
matrizes lipidicas heterogéneas sao interessantes para a producdo de
microparticulas lipidicas sélidas, pois esta desordem favorece a inclusdo de
moléculas durante o processo de encapsulacao, e diminuem a chance de expulsao
dos bioativos, sendo também possivel controlar melhor a liberagdo dos mesmos
(SILVA et al., 2014; DAS; CHAUDHURY, 2011; SEVERINO et al., 2011; MULLER
et al., 2002).

Outro fato que pode ser observado € que o aumento da porcentagem de
tensoativo nas formulacbes gerou uma melhor definicdo das curvas dos
termogramas. Possivelmente este fato ocorreu devido a capacidade dos
tensoativos de empacotar a interface da particula e dessa forma, modificar a
transicdo de fases das moléculas lipidicas, alterando assim a forma com que as
particulas irdo fundir ou cristalizar (BUNJES; KOCH; WESTESEN, 2003).

5.3. AVALIACAO DA DIGESTIBILIDADE IN VITRO DAS MICROPARTICULAS
LIPIDICAS SOLIDAS ENCAPSULANDO QUERCETINA

5.3.1. Determinacao das atividades das enzimas utilizadas e preparacao das
solucoes enzimaticas e biliar.

Varios fatores como as caracteristicas da amostra, as atividades
enzimaticas, a composicao iénica, as tensdes mecanicas aplicadas e os tempos de
digestdo tém influéncias significativas sobre os resultados dos métodos de
digestibilidade in vitro (HUR et al., 2011b). Um estudo realizado por Boisen e
Eggum (1991) definiu a relacdo existente entre a digestao in vitro e atividade
enzimatica. Eles relataram que as técnicas in vitro podem utilizar enzimas
especificas ou selecionadas para atingir valores de digestibilidade maximos ou
ainda para medir a velocidade inicial da hidrélise. Os fatores mais importantes para
um sistema de digestdo in vitro sdo as caracteristicas da enzima como a
concentragao, temperatura, pH, estabilidade, ativadores, inibidores, e tempo de
incubacado. Esses fatores podem afetar as atividades enzimaticas (HUR et al.,
2011b). Dessa forma, as atividades das enzimas utilizadas neste trabalho foram
determinadas segundo a exigéncia do método descrito por Minekus et al. (2014).
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Para a determinagdo da atividade da pepsina, foram realizados testes
preliminares para determinacao da concentracao inicial das solugdes enzimaticas a
serem testadas. Assim, foram escolhidas as concentracdes de 20, 30, 40, 50, 60 e
70 pg/mL. A atividade de pepsina foi calculada através da leitura das absorbéncias
a 280 nm apdés 10 minutos de reacdo das solugcbes enzimaticas com a
hemoglobina. O experimento foi realizado em triplicata e os valores obtidos estdo
descritos na Tabela 5.5.

Tabela 5.5. Atividades enziméaticas determinadas para a pepsina

Concentragéo da solucdo de  Concentracao de pepsina Atividade enzimatica l\gigﬁoe
pepsina (ug/ml) na cubeta (mg/ml) determinada (U/mg) padrio
1 2 3
20 0,00125 5200 4320 7120  5547+1432
30 0,001875 3413 3520 4960 39641864
40 0,0025 4120 3280 2920 34401616
50 0,003125 2048 1504 2112 18881334
60 0,00375 1760 2667 1920 2116+484
70 0,004375 1531 1371 1783 15624207

Conforme demonstrado na Tabela 5.5, a variacao dos valores das médias
das atividades determinadas foi alta e 0 mesmo foi observado para os valores de
desvio padrao determinados. Desta forma admitiu-se que os valores obtidos nao
foram confidveis e optou-se por assumir a atividade enzimatica (2500 U/mg)
descrita no rétulo do fabricante (Sigma-Aldrich), uma vez que o substrato utilizado
para determinagdo da atividade pelo fabricante € o mesmo que o descrito no
procedimento utilizado.

Para a determinacao da atividade de lipase, foi utilizado o método pH-Stat e
tributirina como substrato (MINEKUS et al., 2014). Os ensaios foram realizados em
triplicata e a solugdo enzimatica na concentracdo de 1 mg/mL. Os resultados estéo
descritos na Tabela 5.6.
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Tabela 5.6. Atividades enzimaticas determinadas para a lipase pancreatica.

. Atividade
Vo(IrL]qulw;e enzimatica
(U/mg)
0.1 8409
0.1 5810
0.1 4395
0.15 4606
0.15 6043
0.15 6353

* volume de solugao enziméatica inserido no béquer para reagao.

Apesar da variacdo nos valores determinados para atividade da lipase,
optou-se por assumir o valor da média dos valores determinados (5650 U/mg)
como a atividade final determinada a ser utilizada para os calculos da quantidade
de enzima a ser inserida nos ensaios de digestibilidade in vitro.

Neste experimento foi determinada a atividade de tripsina da pancreatina
para utilizacdo nos calculos posteriores pelo método espectrofotométrico descrito
na metodologia ja citada no item 4.2.3.1 da se¢do “MATERIAIS e METODOS” para
determinacdo da taxa de reacdo (absorbéancia/ min) e TAME como substrato.
Foram utilizadas solugdes enzimaticas nas concentragbes de 1,0 e 0,5 mg/ml e os
ensaios foram realizados em triplicata. Os resultados sdo mostrados na Tabela 5.7.

Tabela 5.7. Atividades enzimaticas determinadas para a pancreatina

Concentracdo da solugcéo enzimatica
1 mg/ml 0,5 mg/ml
Replicata 1 2 3 1 2 3
Inclinagdo (absorbancia/min) 0.09 0.11 0.1 0.06 0.05 0.06
Atividade enzimética (U/mg) 5.08 6.25 551 6.21 6.05 6.16

Os resultados para a pancreatina foram reprodutiveis e, portanto, assumiu-
se a média dos valores determinados (5,87 U/mg) como o valor resultante da
determinagéo.

A partir destas determinacdes foi possivel calcular a quantidade de enzima
necessaria para preparacao das solugdes enzimaticas utilizadas nos experimentos
de digestibilidade in vitro com as atividades adequadas conforme descrito no
procedimento estabelecido por Minekus et al. (2014). Assim, foram utilizadas as
seguintes solucgdes:
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- Solucao de pepsina: 100 mg de pepsina solubilizados em 10 ml de solugéo
de eletrdlitos da fase gastrica.

- Solugdo de pancreatina: 1,36g de pancreatina solubilizados em 10 ml
solucéo de eletrolitos da fase intestinal.

- Solucéao de lipase: 44,25mg de lipase pancreatica solubilizados em 10 ml
solucao de eletrélitos da fase intestinal.

A concentracao de sais de bile no extrato utilizado nao foi determinada em
nosso laboratério. Entretanto, houve a colaboragdo de um pesquisador do
Departamento de Ciéncias dos Alimentos da Universty of Guelph (Canadd),
envolvido com ensaios idénticos, que realizou esta determinacdo conforme
requerido no procedimento descrito por Minekus et al. (2014). O resultado obtido foi
o de 1,34 mmol/g de extrato de bile. Desta forma, foi preparado para os ensaios de
digestibilidade in vitro solugbes contendo 1,194 g de extrato de bile solubilizados

em 10 ml de 4gua ultrapura.

5.3.2. Monitoramento das modificac6es das microparticulas lipidicas durante
a digestao in vitro simulada

Apés a determinacao das atividades das enzimas e da concentracao de sais
de bile no extrato de bile a serem utilizados, iniciaram-se os ensaios de
digestibilidade in vitro simulada como descrito no item 4.2.3.3 da sec¢ao “Materiais e
Métodos”.

Devido a nao haver diferencas significativas de estabilidade entre as
amostras produzidas com diferentes concentracbes de tensoativo, optou-se por
realizar os ensaios de digestibilidade apenas com as dispersées com 2,0 e 4,0% de
tensoativo, a fim de verificar se ha diferencas significativas no processo de digestao
das particulas, e se a liberacdo da quercetina é dificultada pelo aumento da
concentracao destes compostos nas formulagdes. Além disso, também era objetivo
obter dados sobre a influéncia de MCTs nas dispersdes no processo de digestéao e
sobre a bioacessibilidade da quercetina encapsulada.

Segundo McClements (2013), o tamanho médio das particulas de uma
dispersdo pode ser alterado consideravelmente a medida que esta passa através
do trato gastrointestinal, devido a varios motivos:
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() Floculacdo - as particulas podem se associar mantendo suas
integridades individuais;

(i) Coalescéncia - particulas liquidas podem fundir-se para formar uma
particula maior;

(i)  Coalescéncia parcial - particulas parcialmente cristalinas podem se
fundir e formar aglomerados;

(iv)  Maturagdo de Ostwald - particulas grandes podem crescer e
particulas pequenas encolher devido a difusdo de moléculas de dleo através da
fase continua;

(V) Digestdo - uma particula pode encolher devido a degradacao
enzimatica e liberagdo de produtos de digestao;

(vi)  Solubilizagdo — as particulas podem encolher devido a transferéncia

de algumas das moléculas de lipidios para a fase continua.

Portanto, é importante monitorar as mudangas no tamanho e na estrutura
das particulas lipidicas ao longo do trato gastrointestinal. Dessa forma,
imediatamente antes do inicio dos ensaios, o didmetro hidrodinamico médio das
particulas foi determinado e durante todo o experimento, que durou 180 minutos,
(60 minutos da fase gastrica + 120 minutos da fase intestinal) o diametro foi
acompanhado a cada 20 minutos. Entretanto, assumiram-se somente os valores
inicias e finais da fase gastrica e os valores iniciais, ap6s 60 minutos e finais da
fase intestinal como relevantes para o estudo.

Foi avaliado se houve diferenca significativa do diametro hidrodinamico
médio durante todo o periodo de digestdo e a cada tempo de digestao entre as

formulagdes. Os resultados obtidos s&o mostrados na Tabela 5.8.



60

Tabela 5.8. Resultados de didmetro hidrodindmico médio para digestibilidade in vitro simulada das
microparticulas lipidicas sélidas encapsulando quercetina.

Diametro hidrodindmico médio (nm)

Fase gastrica Fase intestinal

Formulacéo 0 min 60 min 0 min 60 min 120 min

1,2.4,0 1312+154,6°®  2235+342,2*"  1213+173,7%®  1013+294,3*®  816+48,6*"
1,2.2,0 1521+120,9**  1567+345,9%*  1375+122,0°* 1158+130,4®"  1043+192,3%*
2,0_4,0 1193+97,3®"  903+115,8°®  836+71,4°° 601+103,7°° 533+64,4°C
2,0 2,0 1315+116,1*  1532+472,0®*  1390+81,7**  1248+121,0* 1083+21,6*"
2,8 4,0 923+47,0" 557+53,5%® 908+221,3°* 581+104,2°° 488+50,6°
2820 1161+229,3™®  656+228,9°®  1379+125,7**  1155+309,3*®  969+185,2*"8

As letras minusculas nas colunas indicam o resultado da andlise estatistica feita entre diferentes
amostras em um mesmo tempo de digestdo, enquanto que as letras mailsculas nas linhas indicam
se houve diferenca significativa no tempo de digestdo estudado para uma mesma amostra: letras
iguais indicam que nao houve diferenca significativa entre as médias enquanto que letras diferentes
indicam que houve diferenga significativa entre as médias analisadas (procedimento ANOVA, teste
Tukey, (a=0,05).

E possivel observar que inicialmente nao houve diferenca significativa entre
os diametros encontrados para as amostras contendo a mesma composi¢ao
lipidica e diferentes porcentagens de tensoativo. Entretanto, notou-se a reducao do
didametro inicial para todas as particulas produzidas com maiores porcentagens de
tensoativo. Este resultado estda de acordo com aqueles mostrados nos ensaios de
estabilidade, conforme mostrados no item 5.2.1.

O comportamento do diametro é dependente da composicao e da estrutura
inicial das particulas (MCCLEMENTS, 2013). O efeito destas caracteristicas péde
ser observado nos resultados obtidos, uma vez que as particulas apresentaram
variagbes em relagdo ao didmetro médio distintas durante os ensaios de
digestibilidade.

E possivel notar que com o aumento da quantidade de MCTs nas
formulacbes, houve uma alteracdo no comportamento das particulas na fase
gastrica, uma vez que as particulas produzidas com 1,2% de OB aumentaram de
tamanho, enquanto que aquelas produzidas com 2,8% de OB diminuiram.

Segundo Golding et al. (2013), as emulsdes estabilizadas com polissorbato
80, quando submetidas a fase gastrica, sofrem uma modificacdo na interface
devido a adsorgédo de ions hidroxido e acidos graxos. Com a redug¢do do pH na
fase gastrica, a carga sobre os tensoativos diminui consideravelmente devido a
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ionizagao dos grupos laterais e isso pode causar a desestabilizacdo do sistema.
Desta forma, a reducdo do diametro das particulas produzidas com 2,8% de OB
pode ter sido causada por desestabilizagdo do sistema na fase gastrica.

Ja o aumento no didmetro das particulas contendo 1,2% de 6leo de babacu
pode ter sido causado por agregacdo na fase gastrica devido a coalescéncia e
floculagdo. Varios mecanismos fisico-quimicos podem ter contribuido para essa
agregacgao, como a presenca de sais, que reduziriam a repulsédo eletrostatica entre
as particulas e permitiu que essas ficassem mais proximas. A mudancga no pH para
acido também pode ter contribuido para floculacao (POOL et al., 2013; SALVIA-
TRUJILLO et al., 2013).

A partir do inicio da fase intestinal as particulas 2,0 4,0 e 2,8 4,0
apresentaram diametros significativamente menores que aquelas produzidas com a
mesma composicao lipidica e 2,0% de tensoativo. Essa diferencga significativa foi
mantida até o fim dos 120 minutos de ensaio da fase intestinal. Isso mostra que,
para as particulas produzidas com maior quantidade de MCTs, o aumento da
quantidade de tensoativo na formulagéo favoreceu a digestdo destas particulas na
fase intestinal, isso provavelmente se deve ao menor didmetro inicial das particulas
produzidas com uma maior porcentagem de tensoativo. Espera-se que a taxa de
digestao dos lipidios aumente com a diminuicdo do diametro das particulas, uma
vez que esta diminuigdo conduziria a um aumento da &rea de superficie exposta
para a acdao enzimatica (MCCLEMENTS; LI, 2010). Além disso, estudos sugerem
que a lipblise ocorre mais rapidamente para lipidios liquidos, o que justificaria a
diminuicdo mais rapida do didmetro das particulas produzidas com mais MCTs. Ha
uma série de possiveis razdes para esta dificuldade de digestdo dos lipidios
sOlidos, dentre elas, o estado fisico dos lipidios, que pode ter influenciado a
adsorcdo da lipase a interface, e as diferencas na organizacao espacial das
moléculas de lipidios, que podem ter alterado a capacidade da lipase para realizar
a hidrolise dos triacilglicerois, isso porque a forma 3 dos cristais de triacilglicerois é
a forma polimérfica mais densa, com um empacotamento triclinico no qual e as
cadeias adjacentes estdo muito préximas, o que pode ter dificultado o acesso da
lipase quando comparado com as moléculas no estado liquido (BONNAIRE et al.,
2008).

O mesmo efeito ndo foi observado para as particulas com 1,2% de OB nas

formulagbes, que mantiveram seus didmetros proximos durante toda a fase
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gastrica e a fase duodenal nos tempos de digestdo analisados. Isso provavelmente
se deve ao aumento da porcentagem de LCTs na formulacdo. Durante o processo
de digestdo, os acidos graxos de cadeia média migram mais rapidamente para a
fase aquosa do que os TAGs de cadeia longa. Entretanto, os acidos graxos de
cadeia longa tendem a se acumular na interface éleo-agua e pode inibir a atividade
da lipase, o que explicaria a menor variagdo do didametro em concentracées mais
elevadas de LCTs (SALVIA-TRUJILLO et al., 2013; DAHAN; HOFFMAN, 2008).

Analisando-se as formulagdes individualmente quanto ao diametro
hidrodinamico médio durante o periodo de digestdo in vitro pode ser observada
uma semelhanga no comportamento das particulas contendo 2,0% de tensoativo,
que permaneceram com os didmetros estatisticamente invariaveis durante os 180
minutos de digestdo. Entretanto pode ser observada uma tendéncia de reducao do
didmetro durante a fase intestinal.

As dispersbes contendo 4,0% de tensoativo n&o apresentaram
comportamento semelhante. As particulas da dispersao 1,2 4,0 aumentaram
significativamente seu didmetro durante a fase gastrica, no entanto ao serem
submetidas ao processo de digestdo intestinal tiveram seu didmetro reduzido
novamente para proximo do inicial e este se manteve durante os 120 minutos
posteriores. As particulas da dispersdao 2,0 4,0 tiveram seu diametro reduzido
significativamente na fase gastrica e, ao serem submetidas a fase duodenal
também apresentaram didmetro inferior ao anterior e se manteve significativamente
menor que o inicial até o fim dos ensaios. Ja as particulas da dispersao 2,8 4,0
também tiveram seu diametro reduzido significativamente na fase gastrica,
entretanto ao entrarem em contato com as enzimas da fase intestinal e também
com os sais de bile, aumentaram significativamente de diametro. No decorrer da
digestao duodenal, a partir de 60 minutos as particulas novamente reduziram de
diametro. Estes resultados também mostraram que nao houve relagdo da
quantidade de MCTs na formulacdo com o comportamento das particulas quanto
ao diametro hidrodindmico médio durante os ensaios de digestibilidade in vitro uma
vez que as particulas produzidas com uma mesma quantidade de OB
apresentaram comportamentos distintos durante os ensaios.

O potencial zeta também foi analisado nos mesmos tempos que o didmetro
hidrodindmico médio e os resultados das médias, desvios padrdes e resultados da
analise estatistica estao representados na Tabela 5.9.
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Tabela 5.9. Resultados de potencial zeta para ensaios de digestibilidade in vitro simulada das
microparticulas lipidicas sélidas encapsulando quercetina.

Potencial Zeta (mV)
Fase intestinal

Fase gastrica

Formulacao 0 min 60 min 0 min 60 min 120 min
1,2.4,0 -21,646,8*  -15,0+1,3%" -44,7+11,3%® -59,446,20%5¢  _66,146,6%C
1,2 2,0  -24,643,6™"® 222469 -493+57%° .594+145™° -565+12,7%C
2,0 40  -31,3+1,4® -153+29" .551+86% -67,8+7,2°® .66,5+10,3*°
2,0 2,0 -33,642,4% 227427  -425+34%C  -46,5+4,3™°  -49,8+0,8%
28 40  -30,246,4™" 221+7,0" -50,7+2,6® -64,2+7,15¢ .70,3+3,9%
2,8 2,0 -20,9+1,3%"  -131+2,4* -36,848,0® -45,1+2,0%C -552+8,4%

As letras minlUsculas nas colunas indicam o resultado da analise estatistica feita entre diferentes
amostras em um mesmo tempo de digestao, enquanto que as letras mailsculas nas linhas indicam
se houve diferenca significativa no tempo de digestdo estudado para uma mesma amostra: letras
iguais indicam que nao houve diferenca significativa entre as médias enquanto que letras diferentes
indicam que houve diferencga significativa entre as médias analisadas (procedimento ANOVA, teste
Tukey, (a=0,05).

As medi¢cbes de potencial zeta foram realizadas a fim de avaliar as
mudancas na composi¢cado interfacial das particulas durante os ensaios de
digestibilidade in vitro. Como pode ser observado, o comportamento do potencial
zeta durante as etapas de digestibilidade in vitro para todas as formulagdes foi 0
mesmo. Inicialmente, antes das amostras serem submetidas aos ensaios de
digestibilidade in vitro os valores de potencial zeta mantiveram-se entre -20 e -34
mV. Apés os 60 minutos da fase gastrica houve uma tendéncia de aumento destes
valores (-13 a -23 mV), todavia o resultado da andlise estatistica mostra que este
aumento ndo foi significativo. Imediatamente apds iniciada a fase intestinal, os
potenciais zeta das dispersées foram monitorados e apresentaram uma reducao
significativa (-36 a -55 mV). A medida que as particulas foram mantidas por mais
tempo em contato com os fluidos intestinais simulados, houve uma reducéo
continua e significativa dos valores do potencial zeta, até que ao final dos 180
minutos de ensaio estes valores permaneceram na faixa de -49 a -71 mV.

E provavel que a fase gastrica tenha levado a uma mudanga drastica na
carga devido ao pH acido do meio gastrico. Ap6s o ajuste do pH para 6,5 na fase
duodenal, resultou numa diminuigdo significativa no valor potencial zeta. Estas

mudancas no potencial zeta ao longo do tempo podem ser atribuidas as mudancas
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na composicdo da camada interfacial. Os resultados sugerem que os sais de bile,
que possuem elevada afinidade pela interface Oleo-agua, foram capazes de
adsorver rapidamente na interface, provavelmente deslocando alguns dos
compostos tensoativos originalmente presentes (POOL et al., 2013;YANG;
MCCLEMENTS, 2013; NIK et al., 2011; NIK; CORREDIG; WRIGHT, 2010; HUR et
al., 2009).

Por sua vez, as Figuras 5.8, 5.9 e 5.10 mostram as imagens obtidas por
microscopia otica das diferentes formulagées em diferentes momentos dos ensaios
de digestibilidade in vitro. Observa-se nas imagens (a) e (d) a forma inicial das
particulas aparentemente esféricas e em grande numero. As imagens (b) e (e)
ilustram a aparéncia das particulas apds serem submetidas aos 60 minutos da fase
gastrica.

Durante a fase gastrica nota-se algumas diferencas entre as particulas.
Nesta fase é esperada pouca ou nenhuma quebra das moléculas lipidicas devido a
ndo haverem lipases no meio, capazes de catalisar as reagbes de quebra destas
moléculas e consequentemente liberar acidos graxos.Este fenémeno é nitidamente
observado nas formulacées com 1,2 e 2,0% de OB no qual se observa apenas um
espacamento entre as particulas causado pela diluicdo dos sistemas no fluido
gastrico simulado. O abaixamento do pH para estas particulas nado causou
alteracbes significativas nas respectivas estruturas. Geralmente, uma menor
alteracdo na estrutura de emulsdes e dispersbes € observada quando ha a
utilizacao de tensoativos nao-ibnicos como os polissorbatos. A exposicao destas
emulsdes ao fluido gastrico simulado geralmente nao resulta em alteracdes visuais
na estrutura das particulas, pois estes tensoativos sdo altamente estaveis em
ambientes acidos, devido a repulsdo causada pelo grupo polioxietileno (GOLDING
et al., 2011).Entretanto, com o aumento de MCTs nas formulagdes, nota-se uma
formacdo maior de agregados apdés a fase gastrica, o que é indicativo de
desestabilizacdo do sistema (MCCLEMENTS, 2013; POOL et al.,, 2013; NIK;
WRIGHT; CORREDIG, 2011).

Entretanto, diferentemente do observado na fase gastrica, as imagens (c) e
(f) das Figuras de 5.8 a 5.10 mostram que houve a desestruturagdo das particulas
pelo desaparecimento das formas esféricas, além da formagdo de novos
agregados. Estes agregados possivelmente sao sais de bile que nao foram
completamente solubilizadas no quimo ou produtos da coalescéncia das particulas
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(MCCLEMENTS, 2013; NIK; WRIGHT; CORREGID, 2011). Com o aumento da
quantidade de MCTs na formulacao, observa-se uma maior auséncia de residuos
apos a fase intestinal. Esse fato ja era esperado uma vez que a hidrélise dos MCTs
€ mais rapida e mais eficiente do que a dos LCTs (MARTEN; PFEUFFER,;
SCHREZENMEIR et al., 2006).
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Figura 5.8. Imagens de microscopia 6tica das fases da simulagdo da digestibilidade in vitro das
particulas lipidicas solidas encapsulando quercetina contendo 1,2% de 6leo de babagu (Aumento de
100x): (a) particula 1,2_2,0 antes da digestao simulada; (b) particula 1,2_2,0 apés a fase gastrica;
(c) particula 1,2_2,0 apo6s a fase intestinal; (d) particula 1,2_4,0 antes da digestdo simulada; (e)
particula 1,2_4,0 ap6s a fase gastrica; (f) particula 1,2_4,0 apds a fase intestinal.
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Figura 5.9. Imagens de microscopia 6tica das fases da simulagido da digestibilidade in vitro das
particulas lipidicas sélidas encapsulando quercetina contendo 2,0% de 6leo de babacu(Aumento de
100x): (a) particula 2,0_2,0 antes da digestdo simulada; (b) particula 2,0_2,0 apds a fase gastrica;
(c) particula 2,0_2,0 apo6s a fase intestinal; (d) particula 2,0_4,0 antes da digestdo simulada; (e)
particula 2,0_4,0 ap6s a fase gastrica; (f) particula 2,0_4,0 apds a fase intestinal.



68

Antes da
digestao

Ap0s a fase
gastrica

Apos a fase
intestinal

Figura 5.10. Imagens de microscopia ética das fases da simulagédo da digestibilidade in vitro das
particulas lipidicas solidas encapsulando quercetina contendo 2,8% de 6leo de babagu (Aumento de
100x): (a) particula 2,8_2,0 antes da digestao simulada; (b) particula 2,8_2,0 apds a fase gastrica;
(c) particula 2,8_2,0 apds a fase intestinal; (d) particula 2,8_4,0 antes da digestdo simulada; (e)
particula 2,8 4,0 apos a fase gastrica; (f) particula 2,8_4,0 apds a fase intestinal.
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5.3.3. Liberacao de acidos graxos durante a digestao in vitro simulada e
determinacao da bioacessibilidade da quercetina encapsulada

Modelos de digestao in vitro estdo sendo cada vez mais utilizadas como
ferramentas para facilitar a avaliagdo de sistemas de lipidicos de
microencapsulacdo. Os modelos mantém a temperatura de digestdo controlada
(37°C) através de sistemas de aquecimento e ha a homogeneizacao continua dos
fluidos que simulam o intestino com as formulagdes a base de lipidios. A digestao é
iniciada pela adicdo de lipase e co-lipase esta resulta na libertacdo de acidos
graxos, que por sua vez provocam uma reducdo no pH. Essa reducao é
quantificada por um eletrodo que € acoplado a um controlador, que dosa
automaticamente os acidos graxos livres pela adicdo de uma quantidade equimolar
de NaOH. Este sistema mantém o pH em um ponto determinado e facilita a
quantificacao da extensdo da digestao através da quantificacdo da taxa de adicéao
de NaOH e da reacao estequiométrica entre acidos graxos e NaOH (PORTER,;
TREVASKIS; CHARMAN, 2007).

Desta forma, durante a fase intestinal, foi utilizado o modelo do tipo pH-stat
para quantificacdo da extensao da lipdlise e acompanhamento das modificagbes
geradas no pH. Assim, através do monitoramento do pH, foi notado uma
semelhanga no comportamento das formulagdes na fase intestinal. Inicialmente,
apoés a adicdo das enzimas e do extrato de bile, os valores iniciais variaram de 6,4
a 6,7. Apo6s a adicao das enzimas e do extrato de bile ao quimo proveniente da
fase gastrica, a funcdo pH-stat do titulador automatico foi iniciada e o pH e o
volume dosado de NaOH 1M foram monitorados. Os resultados do monitoramento
do pH s&o mostrados na Figura 5.12. Como pode ser observado, as diferentes
formulacbes apresentaram o mesmo comportamento em relacdo ao perfil de
variacao de pH durante a fase intestinal e 0 mesmo foi observado nos graficos que
representam a extensao da lipolise (Figura 5.13).
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Figura 5.11. Perfis de variacao do pH durante a fase intestinal dos ensaios de digestibilidade in vitro:
(a) 1,2% de 6leo de babacu; (b) 2,0% de 6leo de babacu; (c) 2,8% de 6leo de babacu.
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Figura 5.12. Perfis de liberacdo de &cidos graxos durante a fase duodenal dos ensaios de

digestibilidade in vitro: (a) 1,2% de 6leo de babagu; (b) 2,0% de 6leo de babagu; (c) 2,8% de 6leo de
babagu.
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Na presenca dos sais de bile e das enzimas foi observado um aumento
rapido na quantidade de &cidos graxos liberados nos primeiros 15 minutos de
ensaio da fase intestinal. No entanto, a taxa de formacado do produto diminui
consideravelmente apds esse periodo. Isso acontece porque inicialmente a
interface é facilmente acessivel para as enzimas, no entanto, a saturacdo da
interface 6leo-agua com os sais de bile, juntamente com a geragéao de produtos da
lipolise, reduzem o acesso da enzima a interface. Estes resultados estdo de acordo
com a literatura (POOL et al., 2013; SALVIA-TRUJILLO et al., 2013; NIK; WRIGHT
et al., 2011a; MCCLEMENTS; LI, 2010).

A liberacao mais acentuada de acidos graxos nos primeiros 15 minutos de
ensaio foi observada para todas as formulagbes e representam cerca de 20% dos
acidos graxos totais. Os valores finais de liberagcdo de acidos graxos sao
apresentados na Tabela 5.10.

Tabela 5.10. Resultados médios de liberagao de acidos graxos e resultados da andlise estatistica.

Formulacao %AGL*
1,2 4,0 28,9+1,0°
1,2 2,0 32,8+2,2°
2,0.4,0 30,845,9°
2,020 27,5+0,9°
2,8 4,0 34,5+0,4°
28 2,0 28,0+0,9°
*As letras indicam se houve diferenca significativa entre os valores obtidos de liberagcédo de

acidos graxos entre diferentes amostras: letras iguais indicam que n&o houve diferenca significativa
entre as médias enquanto que letras diferentes indicam que houve diferencga significativa entre as
médias analisadas (procedimento ANOVA, teste Tukey, (a=0,05)).

E importante mencionar que ao final do tempo de digestdo intestinal
utilizado, a taxa de dosagem de NaOH nao havia chegado a zero, e tal fato indica
que a totalidade de acidos graxos ainda nao haviam sido liberados.

O resultado da analise estatistica para os dados de liberagdo de acidos
graxos mostrou que nao houve diferenga significativa entre as diferentes
formulacbes para este fator. Os valores indicam a liberagcdo de aproximadamente
30% de acidos graxos para todas as formulacdes e, portanto, tanto o0 aumento da
concentracdo de MCTs quanto o aumento da concentracdao de tensoativo nas
formulacbes nado alterou a porcentagem de acidos graxos liberados. Estes



73

resultados concordam com a literatura de digestibilidade de particulas lipidicas
sélidas (SILVA et al., 2014; BONNAIRE et al., 2008) e mostram também que nao
ha diferencas de liberacdo em relagado a diametros de particulas menores, uma vez
que os resultados obtidos por Bonnaire et al. (2008) foram muito préximos aos
obtidos neste trabalho.

Finalmente, foi quantificada a bioacessibilidade da quercetina através da
medicdo da concentracdo de quercetina na fase micelar recolhida ao final da
digestao intestinal simulada. Os resultados sdo mostrados na Tabela 5.11.

Tabela 5.11. Resultados de bioacessibilidade da quercetina microencapsulada em particulas
lipidicas sélidas contendo OB.

Bioacessibilidade

Formulacao (%)
1,2.4,0 52,645,3%
1,2.2,0 47,0+10,2°
2,0_4,0 54,9+6,9%
2,0 2,0 60,1+12,0%°
2,8 4,0 53,7+1,6%
2,8 2,0 69,145,9°

As letras indicam o resultado da analise estatistica feita entre os resultados para as diferentes
formulagées: letras iguais indicam que nao houve diferenga significativa entre as médias enquanto
que letras diferentes indicam que houve diferenca significativa entre as médias das respectivas
formulacées (procedimento ANOVA, teste Tukey, (a=0,05)).

Da mesma forma que para as analises de liberacdo de acidos graxos, a
andlise estatistica mostrou que n&o houve diferenca significativa para a
bioacessibilidade entre as amostras produzidas com a mesma concentragcao de
OB, mas diferentes porcentagens de tensoativo, evidenciando que a quantidade de
tensoativo na formulacdo ndo gerou alteracées na biodisponibilidade da quercetina.

Entretanto, sob o ponto de vista da concentragdo de MCTs nas formulagées,
pode ser observado que a formulacdo 2,8 2,0 apresentou valores
significativamente mais altos de bioacessibilidade quando comparadas com
aquelas formulagdes contendo 2,0% de tensoativo, porém menores concentragcbes
de OB. O mesmo nao foi observado para as formulagbes contendo 4,0% de
tensoativo, que ndo apresentaram diferencgas significativas.

Assim, o dado que indica 70% de bioacessibilidade de quercetina para as
microparticulas lipidicas solidas produzidas com 2,8% de OB e 2,0% de tensoativo
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pode ser uma evidéncia de que, dependendo da concentracdo de tensoativo na
formulacdo, o aumento da quantidade de MCTs pode melhorar a bioacessibilidade
da quercetina, conforme descrito na literatura (SILVA et al., 2014; AHMED et al.,
2012).

Xu et al. (2014) estudaram a bioacessibilidade de quercetina em
nanoemulsdes baseadas em pseudo-organelas produzidas com MCT e Tween 20 e
obteve valores de bioacessibilidade de cerca de 50% para particulas com diametro
inicial de 180 nm.

Por sua vez, Pool et al. (2013) obtiveram resultados que indicam o aumento
da bioacessibilidade da quercetina através da encapsulacdo deste bioativo em
nanoemulsées com particulas de 200 nm de didmetro médio. Foram atingidos
valores de cerca de 53% de bioacessibilidade para estas particulas que foram
produzidas com MCT (Miglyol 812®), pB-lactoglobulina como tensoativo, e
concentracdes da ordem de 0,1 mg mL™" de quercetina encapsulada.

Em outro estudo realizado por Pool et al. (2012), foram produzidas
nanoparticulas  poliméricas para encapsulagdo da quercetina com
aproximadamente 370 nm. Tal sistema conseguiu realizar a liberacao de 22% da
quercetina encapsulada na fase intestinal simulada.

Finalmente, Aditya et al. (2014) realizaram um estudo comparativo de
bioacessibilidade da quercetina para nanoparticulas lipidicas sélidas, carreadores
lipidicos nanoestruturados e nanoemulsdées. Os valores maximos foram obtidos
para os nanocarreadores lipidicos e nanoemulsdes (60%), enquanto que 35% de
bioacessibilidade foi obtido para as particulas lipidicas sélidas e 7% para uma
solucao de quercetina livre.

Dessa forma, analisando-se os dados obtidos é possivel inferir que as
microparticulas lipidicas produzidas com mais 6leo de babagu e menores
concentracbes de tensoativo foram as mais adequadas para aumentar a
bioacessibilidade da quercetina e que os valores obtidos foram similares ou
superiores aqueles obtidos em estudos realizados com nanoparticulas lipidicas. Tal
fato sugere que a bioacessibilidade deve estar mais relacionada com as
caracteristicas da matriz lipidica e com a interface da particula do que com o fato
de seu diametro estar na faixa nano ou submicrométrica, que € o caso deste
trabalho de Mestrado. Vale ressaltar, entretanto, que as microparticulas produzidas
no presente estudo foram obtidas utilizando-se somente uma etapa de ultra-
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agitacdo, em um processo que nao exige o emprego de homogeneizadores a alta
pressao ou microfluidizadores. Para determinadas utilizagdes na area de alimentos,
tal fator pode ser muito interessante, pois 0 custo de produgcdo é reduzido, e 0
efeito funcional da ingestdo da quercetina em um alimento enriquecido com as
microparticulas lipidicas pode ser 0 mesmo do que em um alimento enriquecido
com nanoparticulas lipidicas.

Os resultados obtidos provavelmente tém relagdo com o estado fisico dos
lipidios utilizados nas formulagbes, uma vez que nas analises de DSC foi
observada uma reducdo da temperatura de fusdo das microparticulas produzidas
com mais OB. Como a temperatura corporal, assim como a utilizada nos ensaios
de digestibilidade in vitro, é préxima a 37°C, é provavel que o aumento da
concentracdo de OB nas formulagdes contendo 2,0% de tensoativo tenha
favorecido a formacdo de uma matriz lipidica mais liquida, o que favoreceu a

lipdlise, e consequentemente gerou um aumento na bioacessibilidade.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos experimentos realizados neste trabalho de
Mestrado permitiram concluir que:

- Em relagédo a eficiéncia de encapsulacao e estabilidade dos sistemas de

microencapsulacao estudados:

() As dispersdes produzidas com menos de 2,0% de tensoativo nao
foram estaveis;

(i) As particulas lipidicas sélidas produzidas com O6leo de babacu e
triestearina produzidas com mais de 2,0% de tensoativo foram capazes de
encapsular 100% da quercetina inserida nas formulacoes;

(i)  Para as particulas contendo 4,0% de tensoativo, o aumento da
concentracdo de dleo de babagu reduziu a capacidade de preservacdao da
quercetina;

(iv)  Concentragbes acima de 2,0% de tensoativo ndo tiveram influéncia
significativa na capacidade de preservacao da quercetina encapsulada;

(V) O aumento da concentracao de tensoativo nas formulacdes gera uma
reducdo no didametro médio das particulas;

(vi) O aumento da concentragdo de dleo de babacu nas formulagbes
reduz o diametro médio das particulas;

(vii)  Os resultados de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e
distribuicdo de tamanho de particula indicam uma heterogeneidade do sistema
produzido;

(viii)  Os resultados de calorimetria diferencial de varredura (DSC) indicam
que ha uma heterogeneidade dentro da matriz lipidica, o que é favoravel para
encapsulacdo de bioativos hidrofobicos;

(ix)  Os resultados de estabilidade quanto ao diametro médio, potencial
zeta e quantificacdo de quercetina encapsulada indicam que todos os sistemas
produzidos com mais de 2,0% de tensoativo ficaram estédveis durante 30 dias de
armazenamento, independente da concentracdo de 6leo de babacgu na formulacgéo,
indicando que estes sistemas sdo adequados para preservagao da bioatividade da

quercetina;
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- Em relagdo aos estudos de digestibilidade e bioacessibilidade:

(i) Houve diferengas significativas entre as formula¢des durante a fase
gastrica nos resultados de didmetro médio e microscopia Optica, evidenciando que
a concentracao de Oleo de babacu nas formulacdes pode ter influenciado a
estabilidade das particulas em meio acido;

(i) Para as particulas produzidas com maior quantidade de MCTs, o
aumento da quantidade de tensoativo na formulagéo favoreceu a digestdo destas
particulas na fase intestinal;

(i)  Foi obtido aproximadamente 30% de acidos graxos liberados para
todas as formulacdes e, portanto, esta metodologia de determinagcao da extenséo
da lipdlise pode ndo ser a mais adequada;

(iv)  Aformulagao 2,8 2,0 apresentou valores significativamente mais altos
de bioacessibilidade;

(V) Para as formulagdes contendo 4,0% de tensoativo, a porcentagem de
MCTs néao interfere na bioacessibilidade da quercetina, ao contrario das
formulacées contendo 2,0% de tensoativo, nas quais a concentragdo de 6leo de
babacu afetou significativamente os valores obtidos.

Como concluséo global do trabalho, pode-se afirmar que a encapsulagédo da
quercetina em microparticulas lipidicas sdlidas foi satisfatéria e que a inclusédo de
triacilglicerois de cadeia média nas formulacbes pode favorecer o aumento da
bioacessibilidade deste bioativo, dependendo da composicdo da interface das

particulas produzidas.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados experimentais obtidos durante este trabalho de
Mestrado, apresenta-se a seguir algumas sugestdes para trabalhos futuros:

() Realizar analises de microscopia de fluorescéncia para determinacao
da localizagao da quercetina nas particulas;

(i) Avaliar a digestibilidade dos sistemas aqui estudados em métodos in
vitro dindmicos;

(i) Avaliar se a adigdo de co-lipase na fase intestinal aumentaria a
liberacéo de acidos graxos livres, e a bioacessibilidade;

(iv)  Investigar o comportamento reoldgico que ocorre com 0s sistemas
variando-se a concentracao de quercetina nas formulacoes;

(V) Incorporar os sistemas produzidos em algum sistema alimenticio e
avaliar a estabilidade, digestibilidade e bioacessibilidade da quercetina além das
propriedades sensoriais do produto final.
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Curva padrao para determinagéo da concentragao de quercetina em etanol

ANEXO A
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ANEXO B

Curva padrao para determinagdo da concentragao de quercetina em DMSO
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